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INTRODUCCIÓN: El cáncer de mama (CM) es un importante problema de salud 
pública en el mundo. En México es la segunda causa de muerte por cáncer en la mujer, 
siguiéndole al cáncer cervicouterino. En 1990 y 1994 fueron identificados los dos 
principales genes de susceptibilidad al CM, llamados BRCA1 y BRCA2, 
respectivamente. Las proteínas codificadas por estos genes actúan como supresoras de 
tumores, reguladores del ciclo celular y participan en la reparación del DNA. Se han 
descrito varias mutaciones en estos genes en Europa, Estados Unidos y Australia, pero la 
frecuencia y tipo de mutaciones son desconocidas en Latinoamérica, Africa y Asia. 
OBJETIVO: Identificar y establecer la frecuencia y tipos de mutaciones en los genes 
BRCA1 y BRCA2 en familias del Noreste de México con predisposición al CM. 
MÉTODO: Previa selección, un total de 55 mujeres diagnosticadas antes de los 35 arios 
y/o con una historia familiar de CM u ovario fueron reclutadas del Centro Universitario 
Contra el Cáncer del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio González" y de la 
Clínica 25 del Seguro Social. A cada una se le llenó un cuestionario y se le tomaron 10 
mi de sangre periférica. A las muestras se les extrajo el DNA por la técnica de salado. Se 
amplificaron los 24 exones de BRCA1 y los 27 de BRCA2 y se les realizó un análisis de 
heteroduplex en búsqueda de bandas variantes que posteriormente fueron secuenciadas. 
RESULTADOS: Fueron encontrados 16 heteroduplex en BRCA1 y 44 en BRCA2. De 
ellos, 41 fueron positivos para algún cambio en la secuencia y 19 presentaron una 
secuencia normal. 24% de los casos tuvieron mutaciones en alguno de los dos genes. 
Fueron identificadas cuatro mutaciones en el gen BRCAl y 17 en BRCA2: Dos de ellas 
producen proteínas truncadas que son causales de enfermedad. Adicionalmente, se 
encontraron siete mutaciones de cambio de sentido de efecto desconocido, pero que muy 
probablemente tienen incidencia sobre el desarrollo de la enfermedad. Además, se 
encontró una mutación que produce un codón prematuro de terminación de la 
traducción, ocho polimorfismos exórneos, dos polimorfismos intrónicos y una mutación 
en la región 3' no traducible del gen BRCAl. 
CONCLUSIONES: Fueron mas frecuentes las mutaciones en el gen BRCA2 (18%) 
que en el gen BRCA1 (6%). De las mutaciones identificadas, seis no han sido descritas, 
y podrían ser exclusivas de México. Dos de las mutaciones han sido descritas en otras 
poblaciones y otra más ha sido descrita en una familia mexicana residente en E. U. A. 
Sólo el 5.5% de mujetes jóvenes presentaron mutaciones en el gen BRCA1, lo cual es 
semejante a la frecuencia descrita en otras poblaciones en estudios semejantes a éste; 
mientras que el 12.5% de los casos con historia de cáncer de mama en la familia y el 
22.2% de mujeres jóvenes sin historia familiar positiva, presentaron mutaciones en el 
gen BRCA2. Nuestros resultados muestran que la frecuencia de mutaciones en estos 
genes en nuestra población es semejante a las descritas para familias europeas, 
incluyendo las españolas, pero la mayoría de los tipos de mutaciones son diferentes, 
sugiriendo que pueden ser características de nuestro país. 
Un análisis de mayor cantidad de pacientes, buscando las mutaciones encontradas 
específicamente en este estudio, servirá para determinar la frecuencia de estas 
alteraciones en los casos de cáncer de mama de nuestra población y para la 
identificación de pacientes en riesgo. Será de gran interés continuar con esos estudios 
tanto en México como en otros países latinoamericanos, en series de pacientes en las 
cuales se colecte tanto la historia familiar como la exposición a factores de riesgo, con el 
propósito de identificar interacciones genético-ambientales que puedan aumentar el 
riesgo conferido por estos genes de susceptibilidad al CM. 
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CAPÍTULO I 
1. INTRODUCCIÓN 
1.1. EPIDEMIOLOGÍA 
1.1.1. Generalidades 
El cáncer de mama (CM) se encuentra entre los cánceres humanos más comunes, 
con cerca de trescientas mil mujeres muriendo por esta enfermedad cada año en el 
mundo (1). En los Estados Unidos de América (E.U.A.) esta neoplasia se incrementó de 
una manera sostenida desde 1930, con un aumento promedio de 1.2% por año, según fue 
descrito por The Connecticut Tumor Registry (2). En años recientes, más de 180,000 
mujeres son diagnosticadas cada año con CM, representando el 32% de todos los 
cánceres incidentes en aquella nación (3). De estas mujeres, 50,000 mueren anualmente 
como consecuencia de la enfermedad. 
Aunque se piensa que el aumento en la frecuencia del CM es debido a la mayor 
expectativa de vida de la población y al advenimiento de mejores métodos de 
diagnóstico (especialmente la mamografía), también se reconoce el papel que pueden 
jugar cambios en el medio ambiente y en el estilo de vida, para incrementar la frecuencia 
del CM. Estos mismos factores y la aparición de mejores alternativas de tratamiento, se 
han postulado como responsables de la disminución en la mortalidad. (4). 
Bondy y cois., encontraron en 1992 una menor frecuencia de CM en la población 
hispana, al compararla con las poblaciones caucásica y afroamericana. Este hallazgo fue 
atribuido a una menor nuliparidad y a un mayor número de hijos entre las hispanas (5). 
La tendencia de la mortalidad por CM en los últimos 15 años se ha triplicado y se prevé 
que esta tendencia continúe en el futuro (6). En nuestro país, el CM es la segunda causa 
de mortalidad femenina debida a cáncer, después del cáncer cervicouterino (7). Parte de 
la explicación de este incremento se encuentra en cambios en el estilo de vida de la 
población y en cambios en los patrones reproductivos (6). 
1.1.2. Factores de Riesgo 
La etiología del CM es multifactorial, ya que intervienen en ella factores 
genéticos, endocrinos y fisíopatológicos, entre otros. Los factores de riesgo para CM han 
sido investigados desde hace tiempo con el propósito de hacer modificaciones a 
diferentes aspectos socioculturales del estilo de vida que permitan disminuir el riesgo de 
padecer esta neoplasia (8). Los factores de riesgo más importantes son; 
A) Historia familiar positiva. Este es el mayor factor de riesgo para el desarrollo 
de CM y los genes BRCA1 y BRCA2 son los principales genes de susceptibilidad para 
la enfermedad (9, 10,11). 
B) Edad. El riesgo relacionado con la edad va desde 1 en 20,000 para mujeres 
menores de 25 años, hasta 1 en 9 para aquellas de 85 años y mayores (12). 
C) Factores reproductivos. Entre tales factores están una mcnarca antes de los 12 
años (con un riesgo relativo o RR de 1.2), la nuliparidad (RR: 2), y una menopausia 
después de los 50 años (RR: 2 a 5) (13,14). 
D) Radiaciones ionizantes. La radiación es también un factor de riesgo para CM, 
lo cual fue observado entre las mujeres supervivientes a la bomba atómica (RR; 13) (15) 
y en las mujeres que han recibido radiación por enfermedad de Hodgkin (RR: 75.3) (16). 
E) Lactancia. Diversos investigadores han postulado que la lactancia ejerce un 
efecto protector contra el CM, debido a que como consecuencia del estado hormonal 
prevaleciente se retrasa la menstruación en dicha etapa, mientras que el tiempo de 
exposición a los estrógenos se ve reducido (17). 
F) Dietas altas en grasa y obesidad. Diferentes evidencias sustentan la relación 
entre obesidad y CM, destacando los estudios epidemiológicos en grupos de asiáticos, 
que al emigrar a Occidente experimentaron cambios en sus costumbres alimenticias, con 
un consecuente aumento en la tasa de incidencia y mortalidad por CM en las 
generaciones subsecuentes (18). 
Factores adicionales que se han propuesto como de riesgo para CM en algunos 
pero no en todos los estudios son: aborto (19), patología mamaria previa (20), ingesta de 
alcohol (21), falta de ejercicio (22), y terapia estrogénica de reemplazo (23). 
1.1.3. Factores de riesgo en la población mexicana 
Los principales factores de riesgo para CM entre mujeres mexicanas según un 
estudio realizado por López-Carrillo y cois., fueron: La ausencia de hijos, una baja 
paridad, tener el primer parto a edades tardías y una historia positiva de CM en la 
familia; mientras que amamantar a los hijos mostró un efecto protector en las mujeres 
premenopiusicas (8). Rocrúeu y cois, evidenciaron una relación inversa entre la duración 
de la lactancia y el riesgo de padecer CM, encontrando, tanto en mujeres pre- como 
posmenopáusicas, un mayor efecto protector con el mayor tiempo de amamantamiento 
del primer hijo (24). Paredes-López y cois, encontraron relación del CM con la 
obesidad, la ausencia de lactancia, el uso de anticonceptivos y la presencia de diabetes 
mellitus (25). Calderón-Garcidueñas y cois, por su parte, encontraron más abortos entre 
las pacientes con CM que en sus controles (26). 
1.2. GENÉTICA 
El CM es una enfermedad compleja y heterogénea causada por la interacción de 
factores genéticos y no genéticos. La mayoría de los casos de CM son de tipo 
esporádico, es decir, que no existen en la familia antecedentes de otros familiares 
afectados. Sin embargo, una historia familiar de CM ha sido reconocida desde hace 
mucho tiempo como un factor de riesgo (27). El CM de tipo hereditario es aquel en el 
cual la historia familiar muestra la presencia de varios familiares afectados con CM. En 
estas familias la edad de aparición de la enfermedad es considerablemente menor que en 
los casos esporádicos, los casos de CM bilateral son mas frecuentes, y en algunas 
familias ocurre la presencia de otros tipos de cáncer en los individuos afectados. De 
éstos, entre los más comunes están: el cáncer de ovario, el de colon, el de próstata, el de 
endometrio y los sarcomas (4, 28). Se piensa que el tipo hereditario representa del 3 al 
10% de todos los CM y que factores hereditarios son responsables del 25 al 35% de 
todos los casos diagnosticados antes de los 30 años. Cuando una mujer Cieñe un familiar 
de primer grado (madre, hermana o hija) que desarrolló CM antes de los 40 años, su 
riesgo de desarrollar el padecimiento es tres veces mayor que el de la población general. 
Este riesgo es 5 veces mayor cuando el CM es bilateral y 9 veces mayor cuando es 
bilateral y de inicio temprano (29). Existe controversia en cuanto al riesgo para los 
familiares de segundo y tercer grado, ya que mientras algunos estudios les asignan el 
mismo riesgo que para la población general (30), otros autores refieren un RR de 1.8 
para los primeros y de 1.4 para los segundos (31). 
Existen casos que no son hereditarios en los que dos o más familiares de primer 
grado han tenido CM. En éstos, se piensa que algunos factores ambientales a los que la 
familia está expuesta subyacen a la enfermedad (32). Tales factores incluyen la 
exposición a carcinógenos en un área geográfica determinada (pudiendo afectar a varios 
miembros de la familia que vivan en el mismo lugar), factores étnicos y culturales que 
afectan el estilo y las costumbres de vida (como por ejemplo la edad a la que se tiene el 
primer parto), el uso de anticonceptivos y el nivel socioeconómico (dada su influencia 
en el tipo de dieta y demás hábitos que los individuos tienen). 
En 1984 Williams y Anderson haciendo un análisis de segregación, fiieron los 
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primeros en proveer evidencias de la existencia de un gen autosómico dominante de 
susceptibilidad al cáncer de mama, con penetrancia relacionada con Va edad (33). 
Actualmente han sido identificados dos genes de alta penetrancia de susceptibilidad al 
CM; los genes BRCAl y BRCA2 (9, 10, 11, 34, 35, 36). Adicionalmente, mutaciones en 
otros genes, como el gen del receptor de andrógenos (37), el gen p53 en familias con 
Síndrome de Li-Frameni (38), el gen de la enfermedad de Cowdcn (Síndrome de 
múltiples hamartomas) (39) y el gen de la enfermedad de Muir, caracterizada por 
múltiples neoplasias de la piel y del tracto gastrointestinal (40), han sido identificados 
como causas menos comunes del CM hereditario. Finalmente, existen otros genes más, 
también de baja penetrancia, como el gen de la Ataxia Telangiectasia (ATM) (41), un 
raro alelo de un locus minisatélite adyacente a HRAS1 y localizado en el cromosoma 11 
(42), y quizá otros aún no identificados, que son responsables del incremento en la 
susceptibilidad al CM en familias en las cuales existe agregación familiar, más no se les 
ha podido demostrar un patrón de herencia mcndeliano. 
1.2,1. El gen BRCAl 
En 1990 se identificó en el cromosoma 17 en 17q21 la región dentro de la cual se 
encuentra el primer gen de susceptibilidad al CM (Fig. 1), llamado BRCAl (34, 35). El 
gen fue clonado y secuenciado por Miki y cois, en 1994 (9), ocupa compuesto de 
aproximadamente 100 kb del DNA genómico y tiene 24 exones de los que 22 son 
traducidos, Su estructura es inusual, con la mayoría de los exones en el rango esperado 
(de 100-500 pb), pero con el exón 11 constituyendo aproximadamente el 60% (alrededor 
de 3500 pb) de la región codificante. La transcripción del gen origina un RNAm de 7.8 
kb de longitud del cual se traducen 5592 nucleótidos, produciendo una proleína de 1863 
aminoácidos (9). 
1.2.1.1.Epidemiología de las mutaciones del gen BRCA1 
En un estudio realizado en 214 familias con historia de CM se detectó que sólo el 
45% de ellas presentaban ligamiento a este gen. Sin embargo, el porcentaje de familias 
con mutaciones en BRCA1 se elevó al 70% cuando la edad de diagnóstico del CM en las 
familias fue de menos de 45 años (43). La frecuencia estimada de mutaciones en el gen 
BRCA1 en la población general, según esc estudio, es de aproximadamente 1 en 2000. 
Los judíos ashkenazis son la excepción, ya que la frecuencia en ellos se ha estimado en 1 
en 100 (44). 
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Figura 1. Mutaciones más frecuentes en el gen BRCA1. La mutación ¡85 del AG en el exón 2 es la más 
común de todas las mutaciones descritas en este gen y es, junto con la mutación 5382 ¡na C, la más 
frecuente en judíos. Cys 61 Gly ha sido descrita en E.U.A, 12')4 del 40 y 4184 del 4 en Gran Bretaña y 
2803 del A A en Holanda y Bélgica. 
Frecuentemente, en la mayoría de las familias con menos de 4 casos de CM o 
cáncer de ovario, la causa no se encuentra relacionada con mutaciones en el gen 
BRCAl. Sin embargo, cuando existen 2 o más casos de inicio temprano y dos o más 
casos de cáncer de ovario, La probabilidad de encontrar mutaciones en este gen es del 
92% (30). 
Estudios iniciales estimaron que las portadoras de mutaciones en el gen BRCAl 
tienen un riesgo del 87% de desarrollar CM y del 40 al 60% de desarrollar cáncer de 
ovario en algún momento de su vida (43). Sin embargo, en estudios posteriores 
realizados por Struewing y cois, en mujeres y hombres judíos, el riesgo de desarrollar 
CM fue del 56%, el de cáncer de ovario del 16% y el de cáncer de próstata fue del 6% 
(44). La explicación de esta diferencia estriba en el sesgo que probablemente tuvieron 
los primeros estudios, debido a que en ellos fueron seleccionadas las familias con mayor 
número de casos, tanto de CM como de ovario y con mayor cantidad de mujeres 
jóvenes. El riesgo de desarrollar formas bilaterales de CM es también mucho mas alto en 
portadoras (45). 
En los casos familiares, la mayoría de las mutaciones descritas son germinales, 
mientras que es raro encontrar mutaciones en líneas somáticas, tanto en los casos 
familiares como en los esporádicos (46, 47). Prácticamente todas las pacientes se 
encuentran en estado heterocigoto para la mutación. Una sola persona ha sido descrita 
con los dos alelos rautados para este gen, habiendo heredado un alelo mutado de cada 
uno de los padres. Esta persona heterocigota compuesta presentó CM a la edad de 32 
años (48). 
Se han utilizado una gran variedad de técnicas para detectar mutaciones en el gen 
BRCAl, incluyendo el análisis de polimorfismos conformaciunales de cadena sencilla 
(SSCP), la cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) (49), el ensayo de la 
proteína truncada (PTT) (50, 51), el análisis de heteroduplex (HDA) (52) y la 
secuenciación directa. Los trabajos que describieron las primeras mutaciones en el gen 
BRCAI mostraron que el 55% se encuentran localizadas en el exón 11, lo cual no es 
sorprendente, debido a que éste contiene el 62% de la secuencia codificante (53). Del 
total de mutaciones, el 52% han sido detectadas una sola vez y el 87% de ellas dan como 
producto proteínas truncadas o ausencia de la proteina. La mayoría provocan cambios en 
el marco de lectura, con la aparición de codones prematuros de terminación. Han sido 
identificadas también variantes de corte y empalme ("splicing"). Las mutaciones 
restantes provocan un cambio de aminoácido, mas no producen una proteína truncada. 
Se ha descrito que mutaciones en el extremo 5' del gen predisponen a CM y 
ovario, mientras que mutaciones en el extremo 3' están asociadas de manera especíñca a 
CM (54). Mutaciones localizadas en las dos regiones terminales, parecen estar asociadas 
a un fenotipo más grave (55), sugiriendo que esas dos regiones pueden ser importantes 
en el control del desarrollo celular de la glándula mamaria. 
El riesgo para otros tipos de cáncer también puede estar incrementado a causa de 
mutaciones en el gen BRCAI. Un estudio realizado en 1993 en familias numerosas de 
Islandia, demostró un incremento en la frecuencia de cáncer de próstata (56). Estudios 
posteriores confirmaron que mutaciones en BRCAI resultan en un riesgo de 4.11% de 
padecer cáncer de colon y de 3.33% de padecer cáncer de próstata (57). Sin embargo, 
mutaciones en este gen raramente se asocian con el CM en varones (58). 
Entre el grupo de mujeres jóvenes con CM son mas frecuentes las mutaciones en 
el gen BRCAI que en el gen BRCA2, por lo cual se piensa que mutaciones en BRCAI 
favorecen el inicio temprano de la enfermedad (59). 
1.2.1.2. Funciones del gen BRCAI 
El gen BRCAI es transcrito en todos los tejidos (60) y aunque se conoce poco 
acerca de su regulación transcripcional (61, 62), se ha demostrado que los niveles de su 
RNAm y proteína son alterados por algunas hormonas estero i deas (63, 64). Los 
cstrógenos y una mezcla de estrógenos y progesterona incrementan el RNAm y la 
proteína en líneas celulares humanas, mientras que en las glándulas mamarias de 
ratones, la expresión del gen brea! (58% de similitud con su homólogo humano 
BRCAI) se incrementa durante la pubertad y nuevamente durante el embarazo (65). 
Estudios de hibridación de RNA del tipo '"Northern Blot" en RNAs aislados de 
glándulas mamarias de ratón, corroboraron que el gen Breal es expresado fuertemente 
en la glándula mamaria durante el embarazo, permaneciendo los niveles elevados al 
menos cuatro semanas después de la regresión postlactación del epitelio mamario (60). 
Así pues, se cree que el gen BRCAI está implicado en la proliferación de las células 
epiteliales de la mama y que es regulado al menos de manera secundaria por cambios en 
las hormonas oválicas durante el embarazo. 
Estudios por fraccionamiento celular e inmunofluorescencia han mostrado que la 
proteína BRCAI tiene localización intranuclear en células normales, mientras que en 
células cancerosas se localiza tanto en el núcleo como en el citoplasma (66), sugiriendo 
que la localización celular inadecuada de esta proteína pudiera ser un mecanismo por el 
cual juegue un papel en la patogénesis de los tumores mamarios. 
Una región del gen BRCAI tiene similitud con una secuencia consenso de las 
graniñas (67). Las graninas son proteínas secretadas y modificadas para formar péptidos 
bioactivos que actúan en la superficie celular. Si la proteína BRCAI fuera secretada, este 
sería un hecho inusual para un gen supresor de tumores. Sin embargo, existen evidencias 
que demuestran que los anticuerpos usados en los experimentos descritos tienen reacción 
cruzada con el factor de crecimiento epidérmico, una molécula expresada en la 
superficie celular, por lo cual es posible que lo que se encontró como producto de 
secreción sea el factor de crecimiento epidérmico y no la proteína BRCAI. 
Adicionalmente, se sabe que esta secuencia consenso de las graninas no está altamente 
conservada de manera evolutiva, lo cual sugiere que probablemente no es importante 
para la función del gen (68). 
Aún antes de que se aislara el gen BRCAI, se predijo que tenía una función 
supresora de tumores. Estas predicciones se basaron en el hecho de que las mujeres 
heterocigotas en línea germinal para este gen, presentan pérdida de la heterocigocidad 
cuando se analizan las células tumorales (69). Estudios experimentales donde se hace 
transferencia retroviral del gen BRCAI tipo silvestre a líneas celulares tumorales de 
mama y ovario, demuestran que se inhibe el desarrollo del tumor (70). Lo mismo ha sido 
demostrado en el ratón desnudo, en el cual el desarrollo de tumores es inhibido en 
presencia de BRCAI tipo silvestre, aún cuando exista el gen endógeno mutado, 
reforzando la idea de su función como supresor de tumores (71). Shao y cois., han 
sugerido que este gen también podría jugar un papel en el desarrollo de la apoptosis o 
muerte celular programada (72). Hakem y cois., suprimiendo la expresión de p53 y de 
p2l, lograron aumentar la sobrevida de embriones mutados en los dos alelos de BRCAl 
(73), sugiriendo que la mortalidad de los embriones es debida a un arresto del ciclo 
celular por daño al DNA. 
En el extremo 5' del gen existe una región de 126 pb que codifica para un 
dominio del tipo "dedos de zinc" (9), sugiriendo que la proteína BRCAl puede funcionar 
como un factor de transcripción. Aproximadamente el 1% de todos los genes humanos 
incluyen secuencias para este tipo de estructura. En general, parece que estos dominios 
habilitan a las proteínas para interactuar con otras moléculas, en algunos casos proteínas 
y en otras RNA o DNA (74). Recientemente se ha encontrado que la región de dedos de 
zinc de BRCAl interactúa con el dedo de zinc cercano al extremo N terminal de la 
proteína BARD1 (Fig. 2) creando un heterodímero en el cual los dedos de zinc se 
encuentran en unión estrecha (75). Probablemente BRCAl y BARD1 cooperan en el 
reconocimiento de secuencias específicas del DNA, ya que como es sabido, muchos 
factores de transcripción se unen al DNA sólo después de formar heterodímeros (76). 
Estudios recientes han mostrado la existencia de una proteína BAP1 (proteína-1 
activadora de BRCAl), a través de la cual la proteína BRCAl podría actuar como 
coactivador de la transcripción (77). En la región C terminal el gen BRCAl tiene un 
dominio BRCT (BRCAl C Terminal) similar al que existe en proteínas de mamífero que 
se unen a p53 (78), sugiriendo que BRCAl pudiera interactuar con esta proteína para 
activar la transcripción de una gran variedad de genes. 
Se sabe también que la proteína BRCA1 posee tres secuencias señal de 
localización nuclear, que permiten a la proteína pasar del citoplasma al núcleo (79). 
Dichas señales capacitan a la proteína para unirse a un complejo receptor citosólico 
consistente de una importina alfa y una beta. En el poro nuclear una proteína de unión a 
GTP suple la energía necesaria para que el complejo importinas-BRCAl pase a través 
del poro nuclear (80). En el núcleo la importina beta se disocia, pero la importina alfa 
acompaña al sustrato al sitio nuclear de acción. La evidencia más reciente de que 
BRCA1 tiene función en el núcleo es su capacidad para unirse a RAD51, una proteína 
que se encuentra involucrada tanto en el proceso de recombinación mciótica como en la 
reparación de rompimientos cromosómicos (81). 
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Figura 2. Dominios funcionales ident if icados en la p ro te ína Ü K C A l . Se ilustran los tipos y 
ubicaciones de los dominios funcionales. BARDI = Proteina de unión al anillo de Zinc de BRCA1; BAP1 
= Proteína 1 asociada a BRCA1; SLN = Señales de localización nuclear; BRCT = Dominio BRCA1 C-
Terminal; HDAC 1/2 = Histona-deacetilasas 1 y 2: RHA = RNA elicasa A; Ct lP = Proteína interactuante 
con la proteina de unión C-Terminal. 
La proteína BRCA1 es fosforilada de manera dependiente del ciclo celular (82). 
Su máxima expresión y fosforilación se observan en la fase S y durante la mitosis. La 
cinasa 2 dependiente de ciclina y las cinasas asociadas a las ciclinas D y A son capaces 
de unirse a la proteína BRCA1 y fosforilarla in vitro, sugiriendo que la proteína puede 
ser regulada ín vivo a través de su fosforilación por estas cinasas. Estudios subsecuentes 
han mostrado que los niveles del RNAm y de la proteína BRCA1 ion mas altos en 
células en rápido crecimiento y disminuyen después de que los factores de crecimiento 
descienden, elevándose entre G1 y S (64), sugiriendo que puede jugar un papel en el 
mecanismo de control del ciclo celular a nivel del paso de la fase G1 a la fase S. 
1.2.2. El gen BRCA2 
Después del descubrimiento del gen BRCA1 se observó que muchas de las 
familias con un patrón claramente hereditario no presentaban mutaciones en este gen, 
por lo que se sospechó la existencia de un segundo gen de susceptibilidad al CM. 
Progresos iniciales para la identificación de ese segundo gen siguieron al análisis de 
ligamiento de 22 familias con múltiples casos de aparición temprana de CM y al menos 
un caso de cáncer de ovario, pero que no presentaban ligamiento con marcadores en el 
gen BRCA1 (83). Esos estudios dieron como resultado la localización de este segundo 
gen en el cromosoma 13 en las bandas I3ql2-13 (Fig. 3); mas específicamente en una 
región flanqueada por los marcadores D13S289 y D13S267 (84). 
El gen BRCA2 fue descubierto por análisis de ligamiento en 1994 (84) y clonado 
y secuenciado en 1995 (10). Está compuesto de aproximadamente 70 kb de DNA 
genómico y tiene 27 exones, de los cuales 26 son transcritos. Al igual que para BRCA1, 
la mayoría de los exones están en el rango esperado de 100-500 pb, pero con un exón 11 
constituyendo aproximadamente la mitad de la región codificante. Origina un RNAm de 
14.5 kb de longitud que es traducido en una proteina de 3418 aminoácidos (36). 
1.2.2.1.Epidemiología de las mutaciones del gen BRCA2 
Este gen tiene un perfil de riesgo similar pero no idéntico al del gen BRCAI. 
Según Neuhausen y cois., el riesgo de padecer CM para las portadoras de mutaciones en 
BRCA2 es del 85% y del 10 al 20% de padecer cáncer de ovario. Mientras que el riesgo 
de padecer cáncer de ovario es 20 veces mayor que para la población general, cuyo 
riesgo es del 1%, es menor que el riesgo de 40 a 60% asociado a BRCAI (85). Sin 
embargo, el estudio de Strewing y cois, en hombres y mujeres judíos, mostró un riesgo 
menor de desarrollar CM que el descrito en los estudios iniciales (56%) (44). 
También en contraste con BRCAI, mutaciones en BRCA2 se encuentran 
asociadas con un riesgo del 6% de padecer CM en varones, lo cual es raro en portadores 
de mutaciones en BRCAI (86). Aunque en términos absolutos este riesgo es 
significativamente menor para varones que para mujeres, el riesgo relativo está 
incrementado 100 veces con respecto a los varones de la población general. Además, 
riesgos elevados para el desarrollo de cáncer de próstata, pancreático, de colon y otros 
han sido asociados a portadores de mutaciones en el gen BRCA2 (36). Las familias que 
presentan mutaciones en una región de 3.3 kb dentro del exón 11 presentan una 
frecuencia mas elevada de cáncer de ovario. Por tal razón, a dicha región se le conoce 
como OCCR (ovarían cáncer cluster región) (85), sugiriendo que esta región es 
importante para la regulación tejido especifica en el ovario. La figura 3 muestra las 
mutaciones mas frecuentes en este gen. 
El espectro mutacional del gen BRCA2 cada vez es mejor conocido; mas de 300 
mutaciones han sido definidas a la fecha. Estas se expanden a lo largo de la secuencia 
codificante y no han sido detectados puntos calientes. La mayoría producen proteínas 
truncadas, principalmente debido a inserciones y deleciones (87, 88), aunque a 
semejanza de lo que ocurre con BRCA1, también se han encontrado mutaciones que 
producen codones prematuros de terminación, variantes de corte y empalme y cambios 
de un aminoácido por otro (89). 
Figura 3. Mutaciones más frecuentes en el gen BRCA2. La mutación 999del5 ha sido descrita 
principalmente en Islandia, I529tlel4 y 2034InsA en Gran Bretaña y EUA, 3034de¡4 en Inglaterra y 
Canadá, 5573del/lnsA/A en Gran Bretaña y Francia. 6174delT en Israel y EUA y 6503delTT en Gran 
Bretaña. 
Una paciente descrita con mutaciones en línea germinal, tanto en BRCA1 como en 
BRCA2, presentó CM a los 48 años y cáncer de ovario hasta los 50 años (90). 
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1.2.2.2. Funciones del gen BRCA2 
El DNAc de BRCA2 no tiene una similitud significativa con genes descritos 
previamente y la proteína no contiene algún dominio funcional previamente definido 
(36). Aunque el gen BRCA2 humano es sólo 59% idéntico al Brca2 del ratón, las 
estructuras primarias de ambos incluyen 8 repeticiones casi idénticas de una secuencia 
de 20 a 30 aminoácidos, separadas entre sí por fragmentos no repetitivos de tamaño 
variable (91). El significado de esa multiplicidad de dominios es que éstos pueden ser 
importantes para su función. Sin embargo, algunas de esas repeticiones podrían ser 
redundantes. Al igual que ocurrió con BRCA1, se ha detectado un dominio de granina 
en el extremo C terminal de este gen. 
El gen BRCA2 es expresado en la mayoría de los tejidos en muy bajos niveles, 
con alta expresión en testículos. Al igual que ocurre con BRCAl, el gen BRCA2 
presenta altos niveles de expresión en células epiteliales mamarias en rápida 
proliferación. También dicha expresión es mas elevada alrededor del paso de Gl-S (92). 
Además, su expresión es incrementada por los glucocorticoides y disminuida por la 
deprivación de factores de crecimiento. Finalmente, la proteína BRCA2 también posee 
señales de localización nuclear (93). 
Milner y cois, han demostrado que BRCA2 puede ser un factor de transcripción, 
ya que el dominio codificado en el exón 3 es capaz de activar la transcripción y muestra 
similitud con el dominio de activación de c-Jun, un factor de transcripción conocido 
(94). Dicha similitud corresponde con el sitio de unión para la cinasa Jun N-terminal 
(JNK). Esos mismos experimentos sugieren que la activación de la transcripción está 
bajo el control negativo de secuencias inhibitorias y que las vías de transducción de 
señales culminan en la estimulación de cinasas semejantes a JNK, las cuales podrían 
regular la actividad de BRCA2. 
La proteina BRCA2 parece interactuar también con RAD51 (Fig 4) a través de 
dos sitios de unión, uno en el centro y otro en la región BRC terminal de la proteína, 
sugiriendo una función en la recombinación y en la reparación de rompimientos de doble 
cadena del DNA, procesos en los cuales participa RAD51 (95). 
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Figura 4. Dominios funcionales identif icados en la prote ína BRCA2. Se ilustran los tipos y 
ubicaciones de los dominios funcionales. P/CAF - Factor asociado a la proteina p300/CBP; Repeticiones 
BCR = Secuencias repetitivas en BRCA2; SLN = señales de localización nuclear. 
Shara y cois, han mostrado que los blastocistos deficientes en Brca2 muestran 
una sensibilidad incrementada a la exposición a rayos X (96). Investigaciones recientes 
realizadas por Patel y cois, con ratones en cuya línea germinal se ha deletado (Knockout) 
la región 3' del gen Brca2, han implicado al producto del mismo en el proceso de 
reparación del DNA. Ellos encontraron un deterioro progresivo en la proliferación 
celular de fibroblastos de embriones de ratones mutados en ambos alelos del gen Brca2 
(Brca2tr/tr). Las células fueron arrestadas en las fases G1 y G2/M del ciclo celular y 
dicho arresto se acompañó de un incremento en la expresión de p53 y p21 (97). También 
encontraron que las células analizadas tenían una marcada sensibilidad a varios agentes 
genotóxicos, pero los mecanismos de apoptosis y regulación del ciclo celular se 
mantenían inalterados. La reparación de rompimientos de doble cadena durante el 
proceso de recombinación V(D)J de la cadena pesada de la IgM en células linfoides 
también permaneció intacta. En estas células también se presentó una moderada 
sensibilidad a la radiación gama, típica de una reparación defectuosa de rompimientos de 
doble cadena en el DNA. La sensibilidad a las radiaciones ionizantes podría significar 
que Brca2 está implicado en otras vías de reparación diferentes a la reparación de doble 
cadena. El cariotipo de estas células mostró rompimientos de ambas cromátides, de 
cromátide sencilla, trirradios y cuadrirradios, lo cual sugiere que Brca2 interviene en el 
proceso de reparación a lo largo de todo el ciclo celular. Como las células analizadas por 
ellos poseían la mitad 5" del gen y carecían de la mitad 3', los autores proponen que no se 
puede descartar que la región 5* participe en la apoptosis o en la regulación del ciclo 
celular. 
Aunque las secuencias de los genes BRCAI y BRCA2 son muy distintas, ambos 
genes presentan grandes similitudes en su estructura y función, por lo cual, se ha 
propuesto que quizá ambos genes tengan una función celular conjunta o coordinada (98). 
1.2.3. Distribución poblacional de las mutaciones. 
Szabo y King han hecho una excelente revisión de los tipos y frecuencias de las 
mutaciones en estos genes (99). La proporción de familias de alto riesgo para CM y de 
ovario debido a mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 varía ampliamente entre 
distintas poblaciones, según puede verse en las tablas 1 y 2. 
Tabla 1. Frecuencias de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en familias con 
cáncer de mama/ovario de varios países. 
País BRCA1 * BRCA2* Referencia 
Gran Bretaña 71/339(21%) 25/290 (9%) Gayter (52, 54, 87) 
Canadá 12/30(40%) 8/49 (16%) Simard (100); Phelan (101) 
Finlandia 6/88 (7%) 8/100(8%) Vehmanen (102) 
Francia 38/160 (24%) 14/77 (18%) Sinilnikova (103) 
Stoppa-Lyionnet (104) 
Israel 16/34 (47%) 8/34 (24%) Levy-Lahad (105) 
Islandia 1/U (9%) 7/11(64%) TViorlacius (106) 
Estados Unidos 69/179 (39%) 24/94 (25%) Castilla (107); Friedman, (58); 
Arena (108) 
Japón 2/20 (10%) Inoue (109) 
Rusia 25/19(79%) Gayther(llO) 
Holanda y 
Bélgica 
71/517(14%) Hogervorst, 1995; Pcelen, 1997. 
Italia 21/73 (29%) Montagna (11L) 
Alemania 9/49(18%) Jandrig (112) 
Noruega 3/25(12%) Andersen (113) 
Tomado de Szabo y King (120). 
* Familias con mutaciones/familias examinadas 
Tabla 2. Mutaciones prevaleotes por país. 
BRCA1 PAIS BRCA2 PAÍS 
5382insC Israel, Rusia 6503delTT Gran Bretaña 
4l84del4 Gran Bretaña 3034del4 Gran Bretaña 
3875del4 Gran Bretaña 6l74delT Israel, Estados Unidos 
185delAG Israel 999del5 Islandia 
2803dclAA Holanda y Bélgica 
Cys61Gly Estados Unidos 
Fuente: Breast Cancer Information Care. 
http ;//www.ah eri.nih. eov/lntcamural research/Lab ttansfer/BicO. 
La antigüedad de la mutación 185delAG ha sido estimada en alrededor de 46 
generaciones, o 1000-1500 años. Se ha postulado que la mutación 5382insC tiene un 
origen Báltico y se onginó hace 38 generaciones (99). 
Szabo y King postulan que el análisis de mutaciones comunes entre la población 
africana y otras podría ser informativo acerca del origen y la biología de esos genes y la 
influencia de factores no genéticos sobre la penetrancia de los alelos mutantes (99). En 
este sentido los estudios hechos en BRCA1 y BRCA2 entre familias afroamericanas 
(103) y afrofrancesas (108) podrían ser importantes. 
Al parecer existe un efecto de fundadores para la mutación T8555G en BRCA2 
en la población Finlandesa (102) y de 999del5 en Islandia (106). Los húngaros por su 
parte, no parecen mostrar un efecto de fundadores, aunque presentan la más alta 
mortalidad por CM en varones en Europa (114). Mutaciones en BRCA2 son mas 
frecuentes que mutaciones en BRCA1 entre familias Islandesas (106). 
En aproximadamente el 30% de las familias de alto riesgo no han sido detectadas 
mutaciones ni en BRCA1 ni en BRCA2, lo que sugiere la existencia de otros genes de 
susceptibilidad para CM. 
El perfil epidemiológico de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en los 
países en vías de desarrollo es prácticamente desconocido. En Latinoamérica existen 
muy pocos reportes, sin embargo, es posible que vanas de las mutaciones descritas en 
España sean comunes a nuestra población (Tabla 3) 
Tabla 3. Mutaciones en los genes B tCAl y BRCA2 descritas en Hispanoamérica. 
ESPAÑA 
Dies y cois., Osorio y cois. 
BRASIL 
Corvello y cois. 
MEXICO 
Calderón-Garcidueflas y cois. 
BRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCA1 
IVS20+12 936delAAAC 649G>T IVS20+12 
!85delAG 2222delAA 1534G>A 
189insTGTC 2370delAA 
330A>G 3009del 15 
5625G>T 
Fuente Referencias 1 15-122. 
Actualmente se encuentra en curso el programa MAGIC coordinado por la 
Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (IARC), cuyo propósito es analizar el 
perfil epidemiológico del CM en poblaciones étnica y geográficamente diversas, para 
evaluar el efecto que los distintos factores ambientales, socioculturales, dietéticos, y 
otros, tienen sobre el riesgo de desarrollar CM. Otro propósito del programa MAGIC es 
conocer la distribución de mutaciones en estos genes en poblaciones aún no analizadas 
como las de Asia, Africa y Latinoamérica. Los países latinoamericanos participantes 
hasta este momento en ese programa son Brasil, Argentina, Cuba y México. 
Los estudios ya realizados para describir las diferentes mutaciones en BRCA1 y 
BRCA2, así como los que se encuentran en curso, permitirán detectar factores 
ambientales que modifican el riesgo y dilucidar la distribución que han tenido tales 
mutaciones a lo largo de la historia, acorde con las migraciones y estructuras 
poblacionales 
1.3. MANEJO CLÍNICO Y ASPECTOS ÉTICOS 
Bn virtud de que la investigación aquí propuesta implica acceder información hereditaria 
de pacientes y la información desprendida de ella es de gran relevancia para los mismos, 
la presente sección aborda las tendencias actuales sobre el manejo de estos aspectos. 
1.3.1. Manejo Clínico. 
No todas las mujeres con CM son candidatas a un estudio genético. En general, 
la prueba debe ser considerada en primer término en mujeres afectadas con CM y que 
pertenecen a familias de alto riesgo, es decir, aquellas que han tenido al menos tres 
familiares de primer grado afectados de CM y/u ovario. Estos casos frecuentemente son 
de inicio temprano, de tipo bilateral y/o de presentación en varones. No es adecuado el 
estudio inicial en personas no afectadas con historia familiar positiva, debido a que un 
resultado negativo en ellas, no descarta que los miembros afectados sí tengan una 
mutación. 
La decisión para proceder con la prueba de detección de mutaciones en BRCA1 y 
BRCA2 es compleja. Para establecer el riesgo en una paciente, es necesaria la obtención 
precisa y detallada de la historia familiar. Shattuck-Eidens y cois., analizando un total 
de 1086 mujeres con CM y/u ovario, publicaron estimaciones de probabilidad de tener 
mutaciones en los genes BRCA l y BRCA2, basados en la edad e historia personal y 
familiar (123). 
La historia familiar debe ser lo más detallada posible en cuanto a casos de cáncer, 
tanto por rama paterna como por rama materna, así como detallando la posición de los 
familiares afectados dentro del árbol genealógico; los familiares no afectados deben 
también ser incluidos, dado que la distribución de afectados y no afectados eu el árbol 
genealógico sugiere el modo de herencia. La información debe incluir un mínimo de tres 
generaciones cuando sea posible. Los datos de la historia familiar deberían ser 
confirmados por obtención de los reportes histopatológicos para asegurar la exactitud del 
diagnóstico. También podría ser útil obtener la historia familiar de mas de un miembro 
de la familia para cotejar la información obtenida. Deben ser obtenidos también detalles 
tales como la edad de diagnóstico, edades de los individuos no afectados, tipo 
histológico, sitio del tumor primario y presencia de metástasis. Es importante también 
tomar nota de la presencia de algunas enfermedades hereditarias que predisponen a los 
individuos a una gran variedad de neoplasias, como el Síndrome de Li-Frameni, la 
Anemia de Fanconi y la Ataxia Telangiectasia, Una vez que se detecta una mutación en 
una mujer afectada, se puede realizar la búsqueda específica de esa mutación en el resto 
de los miembros de la familia para la detección de posibles portadores(27). 
Sin embargo, la gran mayoría de mujeres con historia familiar positiva, caen en 
la categoría de riesgo moderado. Estas familias se caracterizan por una historia familiar 
de CM con pocos casos (tres o menos), la ausencia de casos de cáncer de ovario y 
diagnóstico de la enfermedad a edades avanzadas. Las bases moleculares para explicar el 
riesgo de CM en estas familias son menos conocidas que para las familias de alto riesgo, 
pero frecuentemente no se deben a mutaciones en un gen autosómico dominante. La 
historia familiar en esas situaciones, típicamente revela la presencia de uno o dos 
familiares con CM (frecuentemente en etapa posmenopáusica) y no existen antecedentes 
de otros tipos de tumores. Las causas de agregación familiar en este grupo pueden 
deberse a: 1) El efecto combinado de múltiples componentes genéticos y agentes 
ambientales; 2) La presencia de mi gen dominante de baja penetrancia; 3) La presencia 
de un gen autosómico dominante, pero que debido a una historia clínica incompleta no 
puede ser determinado por el análisis del árbol genealógico y 4) la aparición de dos 
casos o más de CM por azar, debido a que cada mujer tiene un riesgo de por vida del 
10% de desarrollar la enfermedad (124). 
Existe un acuerdo general entre los investigadores del área y consejeros genéticos 
de que las mujeres en familias de alto riesgo deben tener la oportunidad de decidir 
individualmente si se les realiza o no la prueba para detección de mutaciones en los 
genes BRCA. Sin embargo, actualmente existen algunas incertidumbres con respecto a 
la prueba: la distinción entre los positivos verdaderos y los falsos es diñcil, debido a que 
cuando los resultados son negativos, las mutaciones podrían encontrarse en los intrones 
o en la región regulatoria del gen, o bien, podría haber susceptibilidad genética por otros 
genes distintos a BRCA1 y BRCA2. Un resultado negativo es mas útil cuando ha sido 
detectada previamente una mutación en un familiar de primer grado. Sin embargo, una 
mujer en esta situación, aún tiene el mismo riesgo de desarrollar CM y de ovario que la 
población general. Por otro lado, el hallazgo de una variante genética puede no 
representar una verdadera mutación. No está demostrado que todos los alelos 
"anormales" confieran susceptibilidad al cáncer, incluso mutaciones conocidas 
proporcionan riesgos distintos en diferentes familias; asi, asignar un riesgo preciso para 
cada mutación es muy diñcil. El gran tamaño de los genes y la gran cantidad de 
mutaciones que han sido descritas a lo largo de ellos, hacen la prueba difícil de realizar y 
ponerla a disposición de los laboratorios en la práctica clínica diaria. También existe 
siempre algún riesgo de no interpretar los resultados adecuadamente y de colocar a una 
familia en una categoría inadecuada de riesgo (125). 
Aunque existe cierta controversia acerca de las medidas diagnósticas y 
terapéuticas a tomar y acerca de la conveniencia de la participación de las familias con 
alto nesgo de padecer CM (como aquellas que presentan mutaciones en los genes 
BRCAI y BRCA2) en protocolos de investigación, se ha establecido un consenso entre 
los expertos para el manejo de este tipo de pacientes (125). 
En portadoras o posibles portadoras de mutaciones en los genes BRCAI y 
BRCA2 se recomiendan las siguientes medidas: autoexamen mamario cada mes después 
de los 18 años; examen mamario por expertos clínicos cada ó meses a un año, iniciando 
entre los 25 y 35 años; practicarse una mamograGa anual iniciando entre los 25 y 35 
años; realización de un ultrasonido transvaginal cada 6 meses a un año, para descartar 
neoplasia oválica, así como determinación de niveles de CA-125 en suero. El CA-125 
(una glucoproteína de la superficie celular) es un marcador tumoral que se encuentra 
elevado en la mayoría de los cánceres de ovario asintomáticos; el ultrasonido 
transabdominal estima correctamente el volumen ovárico, pero no es adecuado para 
distinguir entre lesiones malignas y benignas; en varones el examen rectal y la 
determinación del antígeno prostático seroespecifico deberían ser hechos cuando menos 
cada aflo, iniciando a los 50 arios. El examen colorrectal debería ser realizado tanto en 
varones como en mujeres iniciando a la edad de 50 años (125). 
La mastectomía profiláctica como una opción para la prevención de CM debe ser 
puesta en consideración en este tipo de pacientes. Las indicaciones específicas para una 
mastectomía profiláctica incluyen una historia familiar y personal de CM, múltiples 
biopsias previas, resultados no confiables a la exploración física debido a mamas 
nodulares, hallazgos de tejido mamario denso en la mamografía, mastodinia y 
cancerofobia. Aunque hasta hace poco tiempo no existia evidencia suficiente de que la 
mastectomía profiláctica eliminara el riesgo de padecer CM en posibles portadoras, 
Hatmann y cois., en un estudio retrospectivo en mujeres con historia familiar de CM, 
compararon aquellas posibles portadoras que habían optado por la mastectomía bilateral 
con las que no habían recibido tal procedimiento. En este estudio, la mastectomía 
profiláctica fue asociada a una reducción en la incidencia de CM del 90%(126). La 
ovariectomía debe también ser puesta en consideración como otra alternativa para 
disminuir el riesgo de padecer cáncer de ovario, aunque el riesgo nunca es de cero, ya 
que se han descrito algunos casos que posteriormente desarrollan cáncer peritoneal. 
No existe evidencia suficiente para recomendar el abandono del uso de 
anticonceptivos orales. Por otro lado, el tamoxifeno es recomendado como agente 
antiestrogénico en mujeres con CM, ya que reduce el riesgo de recurrencia de cáncer 
contralateral. (127) El tamoxifeno como agente profiláctico parece adecuado en mujeres 
de alto riesgo pero no en mujeres de la población general (128). 
El raloxifeno es otro modulador selectivo del receptor de estrógenos que también 
ha sido implicado en la reducción del riesgo de desarrollar CM. Cummings y cois., 
analizando 7,705 mujeres posmenopáusicas de 180 centros clínicos de 25 países, no 
seleccionadas por riesgo, encontraron 4 veces menos frecuencia de CM entre el grupo 
tratado con raloxifeno en comparación con el grupo control (129). 
Aunque no existen datos suficientes disponibles acerca del beneficio de 
modificaciones al estilo de vida, es recomendable el uso de dietas bajas en grasa y altas 
en fibra, adecuada ingesta de frutas y vegetales, realizar ejercicio regularmente y evitar 
carcinógenos potenciales como el cigarro (125). 
1.3.2. Aspectos Éticos 
El manejo de estos pacientes debe ser hecho por un equipo multidisciplinario 
compuesto de genetistas, oncólogos, enfermeras oncólogas, psicólogos y/o psiquiatras y 
trabajadores sociales. En estas familias es necesario el asesoramiento genético acerca de 
riesgos estimados y la vigilancia de los individuos susceptibles. Aspectos como la 
calidad de vida, y otras consideraciones personales deben ser tomados en cuenta. Debido 
a que las recomendaciones están basadas en beneficios potenciales, pero aún no 
probados, las decisiones deben ser compartidas entre el paciente y el equipo médico que 
lo supervisa, después de revisar la evidencia disponible (130, 131). 
El aspecto psicológico en pacientes y portadores debe también ser tomado en 
cuenta, por lo cual el equipo debe incluir psicólogos y/o psiquiatras, ya que la respuesta 
a un resultado positivo de la prueba es incierta, pudiendo generar ansiedad, depresión o 
incluso alteraciones más severas. Por otro lado, un resultado negativo podría no ser 
necesariamente tranquilizador para la paciente, ya que podría generar angustia al no 
saber cual o cuales factores están incrementando el riesgo en su familia. Por lo tanto, es 
responsabilidad del equipo salvaguardar hasta donde sea posible la integridad del 
paciente en este aspecto. Es recomendable que el resultado no sea dado a los portadores 
menores de 18 años directamente, sino a sus padres o tutores. Los resultados deben ser 
confidenciales, protegiendo la privacidad de los pacientes y asegurando que cada 
miembro de la familia participe y reciba el resultado por su propia voluntad y no 
influenciado por presiones familiares (125,130, 131). 
Una razón frecuentemente argüida por las pacientes para rechazar hacerse la 
prueba de identificación de mutaciones, es el temor de que si los resultados son 
positivos, ésto pueda causar discriminación, tanto para la obtención de empleos, como 
para la obtención de seguros o que representa en el costo de las primas de los mismos. 
La razón mas frecuentemente manifestada por las pacientes para aceptar realizarse la 
prueba, es conocer el riesgo de desarrollar CM en su familia, principalmente en las hijas 
(132). Con el propósito de evitar la posibilidad de que la información genética sea mal 
utilizada, dos leyes han sido promulgadas en E.U.A.: "The American with Disabilities 
Act" promulgada en 1990, que protege contra diferentes tipos de discriminación a todos 
los individuos que poseen alguna discapacidad, condición en la cual podrían ser 
considerados los portadores de predisposición a algún padecimiento genético(133); y la 
"Health Insurance and Portábility and Accountability Act (HIPAA)", promulgada en 
1996, la cual es popularmente conocida como la legislación de Kassebaum-Kennedy; 
ésta tiene como uno de sus principales objetivos proveer la accesibilidad a seguros para 
individuos con condiciones médicas preex¡stentes(l 34). 
La disponibilidad de pruebas genéticas presintomáticas y de predisposición a 
enfermedades ha generado la necesidad de una legislación prohibiendo la discriminación 
en los seguros médicos. Un comité de profesionales de la Universidad del estado de 
Carolina del Sur, convino en desarrollar una legislación que proteja la privacidad 
genética en ese estado, la cual posteriormente ha sido extendida a otros estados de la 
Unión Americana. Dicha legislación impide a las compañías de seguros negarse a cubrir 
seguros en base a información genética. Esta ley protege también la privacidad de la 
información genética y prohibe el desarrollo de pruebas genéticas sin el consentimiento 
informado especifico de la persona en cuestión. La definición de información genética 
incluye tanto los resultados de las pruebas, como la historia familiar de enfermedades 
gencticas(135). 
El manejo de las pacientes de alto riesgo idealmente debe ser realizado en 
clínicas especializadas en atender casos familiares de cáncer, tal como ocurre en 
Inglaterra, donde las clínicas de cáncer familiar fueron establecidas en 1946 y 
actualmente están organizadas de una manera regional. Las clínicas familiares proveen 
especialistas clínicos experimentados en genética, oncología, psicología y consejería. En 
Francia, la "French Cooperative Group Network" ha sido formada para coordinar la 
colección de datos de tales clínicas y ha sido altamente eficiente en identificar familias 
con ciertos fenotipos de cáncer para estudios colaborativos internacionales. Estas 
clínicas aseguran un manejo mas adecuado de las pacientes y sus familias, debido a que 
existe la interacción de diversos expertos que se encuentran en una misma área, a los 
cuales puede ser canalizada la familia (136). En países donde estas clínicas no existen, 
los médicos deben contar con guías adecuadas para la evaluación e interpretación de la 
historia familiar; establecer los mecanismos que permitan la interacción entre genetistas 
y aquellos que proporcionen la ayuda primaria a los pacientes y el establecimiento de un 
sistema de vigilancia y manejo sistemático de estos pacientes (137), 
1.4. JUSTIFICACIÓN 
Hasta La fecha, nuestro conocimiento acerca de los genes de susceptibilidad al 
CM y otros tipos de cáncer, BRCAl y BRCA2, ha permanecido limitado a Europa, 
Norteamérica y Australia, mientras que la frecuencia y tipo de mutaciones consideradas 
como de alto riesgo en Asia, Africa y Latinoamérica permanecen inexploradas. Dada la 
gran variación en las proporciones de incidencia de los diferentes tipos de cáncer en 
diferentes partes del mundo, es importante conocer la frecuencia y tipo de mutaciones en 
nuestra población y saber si el riesgo conferido por mutaciones en estos genes en nuestra 
población, varía con los factores étnicos específicos o es independiente de ellos, ya que 
se sabe que diversos factores, además del genético, influyen en la incidencia del CM. El 
análisis de mutaciones y su correlación con distintas variables clínicas en nuestra 
población, nos permitirá conocer la epidemiología molecular de los genes mencionados, 
analizar la exposición a diferentes factores de riesgo en mujeres jóvenes y casos 
familiares y compararla con la descrita para otras poblaciones. Además, se podrá 
implementar esta prueba para uso clínico, siendo útil para predicción de riesgo y de 
diagnóstico temprano, lo cual eventualmente permitirá la toma de medidas preventivas y 
terapéuticas en etapas más tempranas, esperando que esto eleve las expectativas de vida 
de las personas con predisposición al CM en nuestro país. 
CAPÍTULO II 
2. HIPÓTESIS 
La frecuencia y tipos de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en la muestra en 
estudio serán diferentes a las descritas para familias europeas, anglosajonas y 
afroamericanas de Estados Unidos, pero semejantes a las de familias españolas. 
CAPÍTULO Hí 
3. OBJETIVOS 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
Establecer la frecuencia y tipos de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en 
pacientes del Noreste de México con cáncer de mama. 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Establecer la frecuencia y tipos de mutaciones en el gen BRCA1 
2. Establecer la frecuencia y tipos de mutaciones en el gen BRCA2. 
3. Comparar los resultados del estudio con los descritos en otras poblaciones. 
4. Analizar y correlacionar los datos clínicos con los resultados moleculares. 
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Figura 5. Estrategia seguida para el desarrollo del proyecto de investigación. Fueron 
colectadas muestras de sangre de las pacientes seleccionadas; con la sangre se hizo 
extracción dé DNA; con éste se realizaron PCRs; con los productos de amplificación se 
hicieron heteroduplex; finalmente, las muestras positivas para heteroduplex fueron 
secuenciadas y correlacionadas con las variables clínicas. 
Material y métodos 
Identificación de mutaciones en los genes BRCA1 y BPCA2 oí pacientes del Noreste de México con cáncer de naitlA. 
CAPÍTULO IV 
4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. ÁREA DE TRABAJO, REACTIVOS Y EQUIPO 
4.1.1. Área de trabajo: El trabajo experimental se realizó en el laboratorio de 
Genética Molecular de la Unidad de Laboratorios de Ingeniería y Expresión Genéticas 
(ULIEG) del Departamento de Bioquímica, de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L y 
en el Departamento de Epidemiología Genética de The International Agency for 
Research on Cáncer. 
4.1.2. Material Biológico: Sangre periférica de las pacientes, utilizando EDTA 
como anticoagulante. 
4.1.3 Reactivos químicos: Para el aislamiento de DNA se utilizó EDTA, SDS, 
NaCl, NH4CI, NaHCÜ3, y trizma base, adquiridos de Sigma Chemical Company (Saint 
Louis, MO, EUA), así como etanol, de la compañía Merk (México, D F). 
Las reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo utilizando el estuche 
comercial de Polimerasa Taq Platino (Platinum aqPCRx DNA Polymerase, GIBCO-
Material y métodos 
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BRL, Life Tech, Gaithersburg MD, EUA) y dNTPs y dATP33P (Amersham Phannacia 
Biotech, Piscataway, NJ, EUA). Para las electroforesis en geles de agarosa se utilizó 
agarosa, trizma base, EDTA, ácido bórico, azuL de bromofenol, xilencianol y bromuro de 
etidio y para las electroforesis en geles de poliacrilamida se utilizó MDE (FMC Cal 
50620, Rockland Maine, EUA), TEMED (BioRad, CA, EUA), EDTA y trizma base 
(Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA), glicerol anhidro bidestilado 
(Eurobio, London, Eng), persulfato de amonio (Biorad, CA, EUA) y SIGMACOTE 
(Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA). Como patrones de referencia de 
tamaño en las electroforesis de agarosa, se utilizò el marcador de peso molecular "100 
pb DNA ladder" (Gibco BRL, Life Tcch, Gaithcrsburg MD, EUA). Fueron utilizados 
además: Formamida (MERK, México, D.F.), NaOH (Sigma Chemical Company, Saint 
Louis, MO, EUA)) para la solución de parada. El TBE 10X para heteroduplex estuvo 
constituido deTris, ácido bórico y EDTA. 
Para la purificación de los productos amplificados fueron utilizadas dos enzimas: 
la fosfatasa alcalina (1.2U) y la exonuclcasa I (6 U) (PCR Product Pre-Sequencing Kit, 
Gibco-BRL, Life Tech, Gaithersburg MD, EUA). La reacción de secucnciación fue 
llevada a cabo utilizando el estuche comercial T7 Sequenase 2.0 (Gibco-BRL, Life 
Tech, Gaithersburg MD, EUA) y para los geles se utilizaron además: acrilamida y N,N-
metilenbisacrilamida (Amersham Phannacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) y urea 
(Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA)). 
4.1.4 Materiales: Los tubos de microcentrífuga (de 0.2, 0.5, 1.5 y 2.0 mi), las 
puntillas (de 0.01, 0.2 y 1.0 mi) para las micropipetas de precisión, los tubos cónicos de 
polipropileno (de 15 y 50 mi) y los guantes de látex fueron adquiridos de Cell Associates 
(Houston, TX, EUA). Las micropipetas de precisión de volumen variable de 2, 10, 20 
200 y 1000 yl fueron obtenidos de Rainin Instruments (Wobum, MA, EUA). Parte de 
las reacciones de secuenciación fueron llevadas a cabo en una microplaca de 96 pozos 
(Microtest III Flexible Assay Plate, 96U-Buttom Wells, Polylabo). Para desprender los 
geles de heteroduplex y secuenciación fue utilizado papel Whatman 3 MM (Millipore, 
Bedford, MA, EUA) y para revelarlos se usaron Films Kodak Bio Max MR (Amersham 
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA). 
4.1.5 Equipo: En el aislamiento de DNA se utilizó una centrífuga clínica de 
mesa Beckman TJ6, un vórtex modelo 37600 de Thermolyne (Dubuque, IA, EUA), una 
balanza granataria Sartorius modelo 1206 MP (Cambh, Göttingen, Ger) y una 
microcentrífuga Eppendorf modelo 5412 (Hamburg, Ger). Para valorar la cantidad y 
calidad del DNA se utilizó un cspectrofotómetro DU-70 (BECKMAN). El termociclador 
utilizado fue: Perkin Elmer Cetus 9600 de 96 pozos (Norwalk, CT, EUA). 
Para analizar los productos amplificados por la PCR, se utilizaron cámaras de 
electroforesis horizontal Fotodyne (Hartland, WI, EUA). Para correr los geles de 
heteroduplex y secuenciación se utilizó un sistema de electroforesis vertical con vidrios 
de 40 X 40, cámara modelo S2, y fuente poder de 3000V (Life Tech, Gaithersburg MD, 
EUA). 
Para analizar los geles de agarosa, se utilizó el equipo de fotodocumentación Gel 
Doc 1000 y el programa molecular Analyst de Bio Rad (Hercules, CA EU A). 
4.1.6 Apoyo computacioaal: El procesamiento de datos fue realizado en una 
computadora modelo Acer Power P75 y un sistema de análisis dimensional de geles 
compatible con PC, constituido de una cámara de video, una fuente de luz UV y una 
computadora (Gel Doc System, BioRad, CA, EUA). El procesador de texto utilizado fue 
Microsoft Word 97 (Microsoft Corporation), Procesadores gráficos Microsoft Power 
Point 97 (Microsoft Corporation), Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1 (Adobe 
System Incorporated) y UMAX Scan (UMAX Sccanner Driver, Impact Research, Ine). 
Se utilizó el programa computacional Molecular Analyst (BioRad, CA, EUA). 
Los programas utilizados por vía INTERNET fueron: Entrez (National Center for 
Biotechnology Information (NCBI); BLAST Network Service (Blaster); Gen Bunk 
(leebeg, Trieste, Italia). El programa utilizado para comunicación en la red fue el 
Microsoft Internet Explorer versión 4.0 
4.2 MÉTODOS 
4.2.1. Pacientes 
De la revisión de los casos de CM en los archivos de la Clínica 25 del 
IMSS en el período correspondiente del Io de enero de 1998 al 30 de abril de 1999 se 
seleccionaron pacientes candidatas para formar parte del estudio. Lo mismo fue hecho 
con los casos presentados en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio González de la 
Universidad Autónoma de Nuevo León (período correspondiente del Io de enero de 
1993 al 30 de abril de 1999). A las candidatas a participar que fueron localizadas a 
través de los departamentos de trabajo social de ambos hospitales se les invitó a 
participar en el estudio. 
Las pacientes fueron seleccionadas en función de: A) una edad de diagnóstico 
igual o menor a 35 años y/o B) sus antecedentes familiares; definiendo como pacientes 
con antecedentes familiares positivos aquellas que reúnen cualquiera de los siguientes 
criterios: 1) Dos casos diagnosticados antes de los 50 años en familiares de primer 
grado. 2) Un caso diagnosticado antes de los 50 años y un caso de cáncer de ovario 
diagnosticado a cualquier edad en familiares de primer grado. 3) Un caso diagnosticado 
antes de los 50 años y otro en un varón diagnosticado a cualquier edad en familiares de 
primer grado. 4) Cuatro casos diagnosticados antes de los 60 años en familiares de 
segundo grado. 5) Cinco casos o más diagnosticados antes de los 60 años en familiares 
de segundo y tercer grado. 
En la investigación epidemiológica se diseñó el cuestionario que incluyó datos 
clínicos, patológicos, historia familiar y factores de riesgo (ver anexo 1 en el apéndice). 
Todas las pacientes fueron informadas del estudio y se recabó su anuencia mediante una 
carta de consentimiento informado (Anexo 2), que incluyó la autorización de las 
pacientes para contestar el cuestionario y la donación voluntaria de 10 mi de sangre 
venosa. 
Material v métodos 
4.2.2. Investigación Experimental 
El proyecto fue aprobado por los comités de ética de ambos hospitales. A 
cada paciente se le extrajeron 10 mi de sangre venosa periférica, a la cual se le hizo 
extracción de DNA(138). Con las muestras de DNA se realizaron amplificaciones 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCRs), de diferentes fragmentos de 
DNA correspondientes a los exones y parte de los intronea de los genes BRCA1 y 
BRCA2. Con los productos de PCR, se realizó análisis de heteroduplex (74, 168) para 
detección de variantes en estos genes. Las variantes encontradas fueron secuenciadas 
(168) para identificar las mutaciones específicas. 
4.2.2.1. Manejo de la muestra 
La sangre se depositó en un tubo de vidrio con EDTA facilitada por el sistema de 
aspiración por vacío y se mezcló de manera inmediata pero suavemente con el 
anticoagulante. Las muestras se mantuvieron a 4 ' C hasta por un máximo de tres días 
antes de su procesamiento. 
4.2.2.2. Extracción de DINA 
El plasma fue congelado a -20° C para estudios futuros, mientras que del paquete 
globular se obtuvo DNA por la técnica de salado (167). 
Técnica de Salado: 
1. El paquete celular obtenido fue colocado en un tubo de 50 mi Se agregaron 20 mi 
de solución de tisis para eritrocitos (NH4CI 155mM, NaHCOg lOmM, EDTA 
O.lmM pH 7.4). 
2. Se incubó la muestra en hielo durante 15 min, mezclando ocasionalmente de 
manera suave. El tubo se centrifugó por 10 min a 5,000 rpm. 
3. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla de leucocitos en 10 mi de 
buffer de lisis para eritrocitos, se dejó 5 min en hielo y posteriormente se 
centrifugó como en el paso anterior. 
4. Se eliminó el sobrenadante y se lavó suavemente la pastilla con solución de lisis 
para eritrocitos, sin desprenderla. La pastilla se resuspendió en 3 mi de buffer de 
lisis para leucocitos (Tris-HCl lOmM, NaCl 400 mM, EDTA 2 mM pH 8.2). 
5. Se agregaron 0.2 mi de SDS al 10% y 60 [¿l de proteinasa K (10 mg/ml). 
Posteriormente se incubó a 37° C durante toda la noche. 
6. Todo el contenido fiie transferido a un tubo de 15 mi Se agregó 1 mi de NaCl 
6M. Se agitó vigorosamente por 15 min 
7. Se centrifugó por 15 min a 5,000 rpm. El sobrenadante se transfirió a otro tubo 
de 15 mi y se volvió a centrifugar como en el paso anterior. 
8. El sobrenadante fue transferido a otro tubo de 15 mi y se precipitó con dos 
volúmenes de ctanol al 100%, mezclando suavemente hasta que desapareció la 
interfase formada y apareció la hebra de DNA. 
9. La hebra de DNA fue transferida a un tubo Eppendorf de 1.5 mi, el cual se 
centrifugó a 14,000 rpm por 10 min 
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10. Se decantó el sobrenadante y la pastilla fue lavada con 1 mi de etanol al 70%. Se 
centrifugo a 14,000 RPM por 5 rain 
11. Se decantó el sobrenadante y la pastilla fue secada, manteniéndola cerca del 
mechero en una campana de extracción por una h aproximadamente, para luego 
diluir la pastilla en 200 a 500 \ú de TE (EDTA ImM y Tris-HCl lOmM). 
12. La integridad del DNA fue valorada por electroforesis en gel de agarosa al 1% y 
su pureza fue medida en un espectro fotómetro DU-70 (Beckman) con la relación 
260/280 nm. Se hizo cuantificación por densitometría utilizando un marcador de 
peso molecular de concentración conocida en el aparato Gel Doc 1000, de 
BioRad. El DNA resuspendido se almacenó a 4o C, 
4.2.2.3. Reacción en Cadena de la Polimerasa 
Las reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo utilizando un estuche 
comercial de DNA Polimerasa Taq Platino (Gibco-BRL, Life Tech, Gawthesbourg MD, 
EUA). 
1. Se colocaron 50 ng del DNA a estudiar en cada uno de los tubos eppendorf de 
200 fil apropiadamente marcados, incluyendo los controles y un tubo adicional 
con 2 ni de agua que sirvió como control negativo de la reacción. Se colocaron 
los tubos con DNA sobre hielo (4o C) mientras se preparaba la mezcla de la 
reacción. 
2. Se procedió a preparar la reacción necesaria para el número de muestras. Toda la 
manipulación y distribución se llevó a cabo a 4°C. La mezcla de reacción estuvo 
constituida de: 2 ni de DNA genómico a 25 ng/yl, 1.5 |J.l del amortiguador (10X 
Life Tech), 0.45 ni de MgCh (50 mM, Lífe-Tech), 0,4 ni de dNTPs (5 mM, 
Pharmacia), 0.75 ni de cada iniciador (10 p.M), 0.06 ni de DNA Taq Platinum 
polimerasa (5U/M1, Life Tech), 0.05 ni de dATP33P (Amersham) y 9.04 ni de 
agua, para un volumen final de 15 pl por tubo. Se preparó suficiente volumen de 
la mezcla de reacción como tubos se tuvieron. 
3. Se transfirieron 13 ¿il de la mezcla de reacción a cada uno de los tubos con el 
DNA. Se mezclaron los componentes asegurándose que toda la mezcla quedaba 
en el fondo de tubo. 
4. Se programó el terraociclador (Perkin Elmer Cetus 9600) para llevar a cabo la 
amplificación utilizando las condiciones requeridas de acuerdo a los iniciadores 
seleccionados. 
La tablas 4 y 5 son un ejemplo de una de las reacciones de PCR utilizadas, con un 
juego de iniciadores con temperaturas de alineamiento de 50°C y una concentración de 
1.5 mM de Mg€lz. 
Tabla 4. Forma de preparación de las reacciones de PCR. 
REACTIVO Cantidad 
Mi 
Concentración 
Final 
Agua Estéril 9.04 
Bufíer de la Enzima 1OX 1.5 0 IX 
MgCl2 (50 mM) 0.45 1.5 mM 
DNTPs (5 mM) 0.4 0.25 mM 
Iniciador A (10 uM) 0.75 0.5 tiM 
Iniciador B (10 nM) 0.75 0.5 nM 
dATP^P 0.05 
Taq Platino 0.06 0.3 U 
DNA 2.0 10-100 ng 
VOLUMEN TOTAL 15.0 
Tomado de Sinilnikova y cois., 195*9 (165), 
Tabla 5. Ejemplo de PCR para iniciadores que hibridao a 50°C. 
PARÁMETROS Fragmentas cortos 
(< 50« pb) 
Fragmentos largos 
(> 500 pb) 
Desnaturalización inicial 2 min a 94a C 5 min a 94° C 
Desnaturalización 30 seg a 94° C 30 seg a 94° C 
Apareamiento 30 seg a 50° C 30 seg a 50° C 
Extensión 40 seg a 72° C 1 min a 72° C 
Extención final 3 min a 72° C 5 min a 72° C 
Sioilnikova y cois., 1999 (139). La libia completa Je los iniciadores utilizados, sus tamauos, temperaturas 
de apareamiento y concentración de magnesio, pueden ser vistas en el anexo 3 del apéndice. 
4.2.2.4. Análisis de heteroduplex 
1. Una vez terminada la amplificación, se desnaturalizaron las muestras a 96°C por 
10 min y se dejaron reposar por 45 min a temperatura ambiente (24CC) para 
permitir una renaturalización lenta para la formación de heteroduplex. 
2. Se adicionaron 10 pl de solución para detener la reacción [formamida 95%, 
NaOH 10 mM, azul de bromofenol (AB) 0.05%, Xilene Cianol (XC) 0.05%]. 
3. Se prepararé un gel de MDE (FMC Cat 50620) de la siguiente manera: 
La tabla 6 muestra la forma como fueron preparados los geles para el análisis de 
heteroduplex. 
Tabla 6. Forma de preparar los geles para heteroduplex. 
REACTIVO FRAGMENTOS 
CORTOS (<500 PB) 
FRAGMENTOS 
LARGOS (>500 PB) 
Agua 36.4 mi 49.5 mi 
Solución MDE 28.0 mi 15.6 mi 
TBE 10X para heteroduplex (Tris 
0.9 M, ácido bórico 0.9 M, EDTA 2 
mM). 
4.5 mi 4.0 mi 
Glicerol anhidro bidestilado 
(EUROBIO). 
5.6 mi 5.6 mi 
PSA (Biorad) al 10%. 400 ni 268 yil 
TEMED (Biorad). 40 al 40 pi 
VOLUMEN TOTAL 75 mi 75 mi 
Sioilnikova y cois., 1999 (139). 
4. £1 gel fue preparado en vidrios de 40 X 40 cms para sistema de electroforesis 
vertical (modelo S2, Life Tech). Antes de la preparación, una cara de uno de los 
vidrios fue cubierto con una capa de SIGMACOTE (SIGMA) para que el gel 
permaneciera adherido únicamente a uno de ellos. El tiempo de polimerización 
fue de una h a temperatura ambiente. 
5. Una vez colocado el gel en el sistema, las cámaras superior e inferior se llenaron 
con buftér para heteroduplex al 0.0%. Antes de coirer el gel, se enjuagaron los 
carriles para remover los restos de poliacrilamida de los pozos. Se depositaron 10 
pl de cada muestra por canil. 
6. Se corrió el gel por 12 a 18 h dependiendo del tamaño del fragmento. Se ajustó el 
poder a 1000 V, 10 W y 15 mA durante la electroforesis, y se procuró mantener 
la temperatura entre 25 y 30°C. 
7. La electroforesis duró 12 h para fragmentos de entre 200 y 400 pb, y 18 h para 
fragmentos entre 500 y 1000 pb. En un gel de este tipo, el XC equivale a una 
banda de 300 pb. Cuando se corren fragmentos menores de 500 pb, este 
marcador debe estar al menos a la mitad de la longitud de los vidrios. Para 
fragmentos largos, debe permitirse que salgan ambos marcadores (XC y AB). 
8. Se detuvo la electroforesis y se removió el gel del aparato, se colocó sobre la 
mesa y se separaron los vidrios cuidadosamente, utilizando una espátula de 
metal. La parte adherida del gel quedaba hacia abajo. 
9. El gel fue retirado del vidrio por adherencia a una hoja de papel Whatman 3 MM 
y se puso a secar por 45 min a 80°C en un secador de geles (BioRad). 
10. Posteriormente fue obtenida una autorradiugrafia por exposición de un Film 
Kodak (Bio Max MR Amersham) al gel en un cassette de rayos X a temperatura 
ambiente exponiendo de 6 a 12 h dependiendo de como se estimaba que el 
radioisótopo tuviera actividad. 
11. Finalmente, la autorradiografía se reveló y se interpretaron los resultados. 
4.2.2.5. Secuenciación 
Para realizar esta técnica fue utilizado el estuche comercial T7 Sequenase 2.0 (USB, 
UK). 
1. Una vez identificadas las variantes de heteroduplex, a las regiones del gen que 
resultaron positivas mediante ese análisis, se les volvió a efectuar una 
amplificación de DNA por PCR en un volumen final de 30 pl. 
2. Se revisó la concentración poniendo 5 ni del producto amplificado en un gel de 
agarosa al 2%, utilizando un marcador de peso molecular "100 pb DNA ladder" 
(GIBCO, BRL, Gaithersburg MD, EUA), se corrió por media h a 100 V. Se tiñó 
con bromuro de etidio y fue cuantificado en el analizador de imágenes. 
3. A 7 t^l de producto de PCR, se añadieron 1.2 jil de una mezcla a volúmenes 
iguales de dos enzimas: la fosfatasa alcalina (1.2 U) y la exonucleasa T (6 U) 
(PCR Product Pre-Sequencing Kit, USB cat US70995). 
4. Se centrifugaron los tubos, se añadió 1 |il del iniciador para secuenciación 10 
nM, se sometió a ebullición por 3 min, se centrifugó muy rápidamente (un pulso) 
y se cubrieron los tubos con hielo por 5 min A los tubos preparados de esta 
manera se les llamó tubos 1. 
5. Una nueva serie de tubos, llamados tubos 2, fueron preparados utilizando el 
estuche T7 Sequenase 2.0, según se muestra en la tabla 7. 
Tabla 7. Preparación de la mezcla de la reacción de secuenciación. 
REACTIVO XI XI0 
(Pl) 
Buffer de reacción de la enzima 2 20 
DTT 1 10 
Deasa Labeling Mix dGTP 0.4 4 
dATP a" 0.4 4 
Agua ultrapura 2.5 25 
Secuenasa 0.16 ul + Buffer de dilución de 1.2 12 
la enzima 1.04 ni. 
VOLUMEN TOTAL 7.5 75 
Siniloikova y cois., 1999 (139). 
6. Se colocaron los tubos en hielo. 
7. En una microplaca de 96 pozos (Microtest III Flexible Assay Píate, 96U-Buttom 
Wells, Polylabo), se repartieron 2.5 pl de deasa ddATP por pozo, e igual se hizo 
para ddCTP, ddGTP y ddTTP. 
8. Se añadieron 7.5 pl de la mezcla de cada tubo 2 dentro de cada tubo 1 y se dejó a 
temperatura ambiente. En ese momento daba inicio la reacción de la secuenasa. 
9. Se sirvieron 3.5 ni de la mezcla precedente a cada deasa ddNTP y después 4 ni 
de solución de parada de la reacción (La composición de esta solución es 
semejante a la usada en el método de Análisis de Heteroduplex). 
10. Si las muestras no eran corridas inmediatamente, se conservaban a —20°C. 
11. Las muestras fueron corridas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6% 
y 7% de urea en vidrios de 40x40 cms. Se utilizó el mismo sistema de 
electro foresis que para los heteroduplex. 
12 . La preparación del gcl para secuenciación fue de la siguiente manera: 
48 g de urea 
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Idendficación de mutaciones en los genes BRCAl y BRCA2 en pacientes del Noreste de México cotí c i n c e r d e mama. 
10 mi de TBE 10 X para secuenciación (TRIS 1.3 M, Ácido Bórico 400 
mM y EDTA 25 raM). 
15 mi de una solución de acrilamida/bisacrilamida 29/1 al 40%. 
El volumen se ajustó a 100 mi y se calentó a 65® C para disolver la urea. 
Se dejó enfriar, para luego agregar 240 ni de PSA al 10% y 60 fxl de 
TEMED. 
13. Las reacciones de secuenciación se desnaturalizaron durante 5 trun a 96°C y se 
colocaron rápidamente en hielo a fin de conservar la conformación de hebra 
simple. 
14. El gel fue corrido previamente por 10-15 min, se detuvo y se limpiaron los 
pozuelos, antes de cargar las muestras, las cuales fueron depositadas a razón de 
3.5 por pozuelo. Cada base correspondió a una línea del gel. 
15. La migración electroforética se efectuó en condiciones desnaturalizantes a 45 
mA, 70 W y 3000 V. Esta se hizo larga (4 h) o corta (2 h) dependiendo de la 
distancia de lectura deseada después del iniciador. 
16. Al terminar la migración se despegaron los vidrios, teniendo cuidado de no 
romper el gel. Este se cubrió con papel Whatman 3 MM, se recuperó adherido a 
éste y una película radiográfica fue expuesta a él, de la misma manera que como 
se hizo para los geles de heteroduplex. 
17. Se expuso el film a temperatura ambiente entre 12 y 24 h, dependiendo de la 
actividad del radioisótopo. 
18. Finalmente, se reveló la película radiográfica y se leyeron los resultados. 
CAPITULO V 
5. RESULTADOS 
5.1. LA MUESTRA DE ESTUDIO 
De la revisión de los casos de CM en los archivos de la Clínica 25 del IMSS en el 
período correspondiente del 1° de enero de 1998 al 30 de abril de 1999 se seleccionaron 
82 familias candida tas para formar parte del estudio, mientras que de los casos 
presentados en el Hospital Universitario Dr. José Eleuterio González de la Universidad 
Autónoma de Nuevo León (período correspondiente del 1" de enero de 1993 al 30 de 
abril de 1999), se identificaron 85 familias candidatas. Por diversas razones como: 
cambio de domicilio, fallecimiento, telefono y domicilio equivocados, nombre 
incorrecto, etc., de las 167 familias, fue posible contactar solo a 86 pacientes, y de éstas, 
finalmente solo 66 aceptaron participar en el estudio. Veintiséis de las pacientes 
pertenecen al Hospital Universitario y cuarenta a la Clínica 25 del IMSS. 
A todas las pacientes se les se les dio preasesoramiento genético y se les llenaron 
cuestionarios que incluyeron: los árboles genealógicos y variables epidemiológicas, 
clínicas y de exposición a factores medio ambientales (anexo 1). Cuatro de las pacientes 
(6 %) no aceptaron donar sangre, y en siete no fue posible hacer el estudio molecular, 
debido a la escasa cantidad del DNA recuperado o a la degradación del mismo. A las 55 
restantes se les realizó el estudio, y la tabla 8 muestra la manera como fueron agrupadas 
las pacientes. 
Tabla 8. Clasificación de las pacientes del estudio por grupo, de acuerdo a la edad 
de presentación de la enfermedad y a los antecedentes familiares. 
GRUPO N PROMEDIO DE CASOS POR 
FAMILIA 
Mujeres < 35 años 36 l 
Casos familiares de CM* 16 2.7 
Casos familiares de CM/CO 2 l 
Casos con CM en Varones 1 2 
Total 55 
*C'M = Cáncer de mama; CM/CO - Cáncer de mama y Ovario 
5.2. ANÁLISIS DE HETERODUPLEX 
Se realizó el análisis de heteroduplex en ambos genes, habiendo obtenido 16 
variantes en BRCAI y 44 en BRCA2, según se muestra en la tabla 9. 
Tabla 9. Variantes de heteroduplex encontradas en las genes BRCAI Y BRCA2 en 
este estudio. 
BRCAI BRCA2 
EXÓN VARIANTES EXÓN VARIANTES 
l l 3 l 
5 1 10 6 
8 4 11 19 
11 6 12 1 
18 l 19 2 
20 2 22 4 
24 1 27 11 
TOTAL 16 TOTAL 44 
Como puede observarse, se encontraron más variantes en BRCA2 que en 
BRCAI, en una relación de casi 3:1. Las regiones génicas en las que más variantes se 
encontraron fueron los exones 11 de ambos genes. Esto era de esperarse, pues estos 
exones representan aproximadamente el 50% de la secuencia codificante en cada gen. 
Otro hallazgo que llamó la atención es la gran cantidad de variantes encontradas en el 
exón 27 de BRCA2. En la figura 6 se muestran algunos ejemplos de los heteroduplex 
encontrados: 
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Figura 6. E jemplos de los heteroduplex encont rados . Las figuras corresponden a geles de MDE en 
condiciones no desnaturalizantes, donde se muestran resultados del análisis de heteroduplex practicado a 
los productos de amplificación de las zonas génicas rastreadas en busca de mutaciones. Las flechas 
indican los patrones anormales de migración. 
5.3. SECUENCIACIÓN 
Las variantes de heteroduplex encontradas en los productos de amplificación por 
PCR, fueron sometidas a secuenciación para definir con precisión los tipos de 
mutaciones. Las alteraciones encontradas en las secuencias de ambos genes fueron 
clasificadas como: a) mutaciones, si producen una proteína truncada o alteran la función 
o expresión de la proteína; b) mutaciones de efecto desconocido (MS-UV), si producen 
cambio de un aminoácido por otro y no han sido observadas en controles normales; c) 
polimorfismos (MS-P), si a pesar de provocar el cambio de un aminoácido por otro, han 
sido descritas previamente en controles normales (aunque en estas circunstancias existe 
la posibilidad de que los controles analizados desarrollen la enfermedad posteriormente, 
en cuyo caso, el cambio en la secuencia tendría que ser recias i ficado como mutación) y 
d) polimorfismos o mutaciones silenciosos (PS), si provocan cambios en la secuencia 
nucleotidica pero no en la aminoacídica. 
Del total de las 55 muestras analizadas, el 49% (27) presentaron algún cambio en 
la secuencia nucleotidica, mientras que el 51% (28) mostraron secuencias normales. De 
las 27 muestras positivas, tres (5.45%) presentaron cambios nucleotídicos en BRCA1, 
20 (36.36%) en BRCA2 y cuatro (7.27%) en ambos genes. La mayoría de los cambios 
fueron polimorfismos, sin embargo, al considerar únicamente las mutaciones, éstas se 
encontraron tres veces más en BRCA2 (18%) que en BRCA1 (6%). Cuando se analizó 
por grupo clínico, la mayoría (el 18%) fueron encontradas en el grupo de mujeres 
jóvenes (4% en BRCA1 y 14% en BRCA2), mientras que en los casos familiares se 
encontró el 6% de las mutaciones (2% en BRCA1 y el 4% en BRCA2) (Tabla 6). En 
total, oncc de laa pacientes presentaron mutaciones que presumiblemente causan 
enfermedad (la paciente de la familia 27 presentó dos mutaciones) y dieciséis 
presentaron polimorfismos. No fueron encontradas mutaciones entre las pacientes con 
historia familiar de cáncer de ovario ni en BRCA1 ni en BRCA2. La tabla 10 resume 
estos resultados. 
Tabla 10. Frecuencias de las mutaciones encontradas en este estudio 
en ambos genes por grupo analizado. 
GRUPO CLÍNICO MUTACIONES 
BRC Al | BRCA2 TOTAL 
Mujeres < 3 5 años 2/36 (6 %) 8/36 (22 %) 10/36 (28%) 
Casos familiares CM 1 /16(6%) 2 / 1 6 ( 1 2 % ) 3/16(18%) 
Casos familiares CM/CO 0 0 0 
Casos con CM en 
varones 
0 0 0 
TOTAL 3/55 (6 %) 10/55(18%) 12/55 (24%) 
La figura 7 muestra algunos ejemplos de las secuencias analizadas y los sitios 
donde se localizaron las mutaciones. 
Figura 7. Imágenes de secuenciación de los fragmentos analizados. Las imágenes corresponden a geles 
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. A). Polimorfismo en el intrón 7 de BRCA1, C IVS7-
34 T ; B) Mutación en el exón 3 de BRCA2, , Tyr 52 Cys (A 353 G)\ C). Mutación en el exón 19 de 
BRCA2. Gly 2793 Arg (G 8605 A).\ D). Mutación en el exón 12 de BRCA2, Phe 2293 Leu (T 7105 C). 
A) Intrón 7 de BRCAl 
Control Pacientes 
A CG T ACG T ACG T 
Íl / / V 
a 
v \ v 
2 
B) Exón 3 de BRCA2 
A ° C G T 
C) Exón 19 BRCA2 
Control Paciente 
A C G T A C G T 
feUI 
I») Exón 12 BRCA2 
Paciente Control 
A C G T A C G T 
9¡ 
E 
5.3.1. Análisis de secuencias en el gen BRCAl 
De las 16 variantes secuenciadas En este gen, nueve de ellas mostraron 
secuencias normales, cuatro presentaron un polimorfismo en el intrón 7, dos 
presentaron mutaciones en el exón 11 (una que produce una proteína truncada y otra que 
cambia una asparagina por una tirosina) y por último, una mutación se ubicó en la región 
3' no traducible. Las tres mutaciones encontradas en BRCAl no habían sido descritas 
previamente. Entre los familiares de estas pacientes, cuatro tienen antecedentes de CM y 
seis tienen antecedentes de otros tipos de cáncer (Tabla 11 y figura 8). 
Tabla II. Mutaciones identificadas en este estudio en el gen BRCAl después de la 
secuenciación. 
Paciente Edad 
DX 
Historia familiar Mutación Exón Alteración de la 
secuencia 
Efecto en la 
proteína CM CO 1 OTC 
10 66 i - + P Intr IVS7 C IVS7-34 T Desconocido 
13 34 + Plnt r 1VS7 C IVS7-34 T Desconocido 
17 33 _ P Intr IVS7 C IVS7-34 T Desconocido 
19 27 + FS 11E 3587delT te r l l59 
22 44 + - t - 3'UTR 24 C 5711+36 A Desconocido 
53 34 - - Plnt r 1VS7 C IVS7-34 T Desconocido 
62 34 + - + MS-UV 11C G 2364 T Asp 749 Tyr 
C M - Cáncer de mama, CO= Cáncer de ovario, OTC= Otros Tipos de Cáncer, P intr. = Polimorfismo 
intrónico, FS= Alteración del marco de lectura, 3'UTR= Región 3' no traducida, MS-UV- Mutación de 
cambio de sentido de significado biológico desconocido, CIVS7-34T-Variante en la secuencia del intrón 7 
con pérdida de 34 pares de bases, 3587delT= Deleción de una T a nivel del núcleótido 3587, C5711+36A= 
Inserción de 36A a partir del núcleótido 5711, G2364T= Cambio de una G por una T a nivel del núcleótido 
2364, Ter l l59= Señal prematura de terminación a nivel delcodón 1159, Asp749Tyi~ Cambio de un aspartato 
pOT una tirosina en el aminoácido 749. 
3587delT 
G 2364 T terl l59 C 5711+36 A 
Asp749Tyr E x ó n n UTR3' 
Exón 11 . 
BRCAI v mm NI i ^ •» ^ mi i mimrL r 
í 
CIVS7-34T (4 pacientes) 
Intrón 7 
Figura 8. Mutaciones encontradas en el gen BRCAI. Las tres mutaciones indicadas en la parte superior 
de la figura no han sido descritas con anterioridad, mientras que el polimorfismo de la parte inferior ha 
sido descrito previamente en Italia, Bélgica, España y E.U.A. 
5.3.1.1. Descripción de las mutaciones en BRCAI. 
1. Ter 1159 (3587 del T) en el exón 11. Esta mutación genera un codón 
prematuro de terminación y una proteína truncada. Fue encontrada en la paciente 
perteneciente a la familia 19, quien desarrolló el CM a los 27 años. Una prima suya 
cuatro grados aparte, desarrolló CM a los 23 años y su abuela materna falleció por 
cáncer de estómago. 
FAMILIA 19 
Mutación en el gen BRCA1: Exón 11E, terf 159 (3587de¡T) 
III 
IV 
òbhòhhh M¿i¿i¿¿¿¿ 
e ' 
Cáncer de mama (27 años) 
& Cáncer de estómago 
2. 3'UTR C 5711 + 35 A. Esta se localiza en la región 3' no traducible del gen 
BRCA1 y se encontró en la paciente de la familia 22, quien desarrolló el CM a los 44 
años de edad. La madre también presentó CM y un primo paterno desarrolló un probable 
osteosarcoma. En esta paciente fue encontrado además el polimorfismo silencioso val 
2171 val (C 6741 G) en el exón 11 de BRCA2. 
FAMILIA 22 
Mutación en el gen BRCA1: Exón 24, 3'UTR (C 5711*36 A) 
Polimorfismo en el gen BRCA2: p$ Exón 11G, va! 2171 val (C 6741 G) 
3. Asp 749 Tyr (G 2364 T) en el exón 11. Esta fue encontrada en la familia 62 en 
una paciente que desarrolló el CM a los 34 años, cuya tía materna presentó el CM a los 
35 años, su padre falleció por cáncer de hígado, y un tío paterno por cáncer renal. 
Además de la mutación referida, en esta muestra se encontró el polimorfismo lie 3412 
Val (A 10462 T) en el exón 27 de BRCA2. 
II 
Cáncer de mama 
0 Probable osteosarcoma 
FAMILIA 62 
Mutación en el gen BRCA1: MS-UV, Exón 11C Asp 749 Tyr (G 2364 T) 
Polimorfismo en el gen BRCA2: MS-P Exón 27C, lie 3412 Val (A 10462 T) 
f G Cáncer de mama fa los 34 años) 
[ 3 Cáncer renal 
H Cáncer de Hígado 
5.3.2. Análisis de secuencias en el gen BRCA2. 
En este gen se secuenciaron 44 fragmentos que presentaron formación de 
heteroduplex, de los cuales, nueve mostraron secuencias normales y 35 resultaron 
positivos para alguna mutación o polimorfismo. De estos 35 positivos, 10 fueron 
mutaciones y 25 fueron polimorfismos. Fueron identificadas siete distintas mutaciones 
en nueve pacientes (La mutación C 10349 T fue identificada en cuatro pacientes y la 
paciente 27 presentó dos mutaciones). Tres de las mutaciones ya han sido descritas y 
cuatro son nuevas (Tabla 12 y figura 9). Además, se encontraron, nueve polimorfismos 
en 15 de las pacientes (algunas de las pacientes tienen dos o tres polimorfismos). De 
estos, ocho han sido descritos en otras poblaciones. La única excepción fue Ala 3246 
Ala (C 9966 T) en el exón 27, el cual es descrito aquí por primera vez (tabla 9 y figura 
10). 
T a b l a 12 . M u t a c i o n e s i d e n t i f i c a d a s e n e s t e e s t u d i o e n el g e n B R C A 2 d e s p u é s d e la 
s e c u e n c i a c i ó n . 
Paciente Edad 
DX 
Historia Familiar Mutación Exón Alteración de la 
secuencia 
Efecto en la 
proteina C M C O O T C 
24 32 - - + Ins 11A 2664 ins A Ter 826 
26 37 + MS-UV 27C C 1 0 3 4 9 T Thr 3374 lie 
27 51 + - + MS-UV 
MS-UV 
10B 
27C 
T 2 0 6 6 G 
C 1 0 3 4 9 T 
Leu 613 Arg 
Thr 3374 lie 
31 30 - - + MS-UV 27C C 10349T Thr 3374 lie 
41 27 - - - MS-UV 11G G 6580 T Val 2118 Leu 
47 35 - - - MS-UV 12 T 7105 C Phe 2293 Leu 
52 35 - - - M S - U V 3 A 3 5 3 G T y r 4 2 C y s 
59 34 - MS-UV 71C C 1 0 3 4 9 T Thr 3374 lie 
64 31 - - - MS-UV 19 G 8605 A Gly 2793 Arg 
Ins= Inserción, MS-P= Polimorfismo de cambio de sentido, NS-P= Codón de terminación, PS= 
Polimorfismo silencioso. Las abreviaturas explicadas en la tabla 11 pueden ser utilizadas también para 
interpretar esta tabla. 
A 353 G 2664InsA T 7105 C 
Tyr 42 Cys Te r 826 Phe 2293 Leu 
Exón 3 Exón I I Exón 11 
\ 
C 1 0 3 4 9 T 
T h r 3374 lie 
(4 pacientes) 
Figura 9. Mutaciones encontradas en el gen RRCA2. Se indican los tipos y sitios de las mutaciones 
encontradas. La mutación A353G ha sido descrita previamente en judios, en Europa y en el Caribe; 
T7105C ha sido descrita antes en una familia mexicana residente en E.U.A. y C10349T en Europa del 
Este. El resto de las mutaciones señaladas en la figura son descritas por primera ocasión en este trabajo. 
5 . 3 . 2 . 1 . D e s c r i p c i ó n d e l a s m u t a c i o n e s e n B R C A 2 . 
1 . Tyr 42 Cys (A 353 G) s e u b i c a e n e l e x ó n 3 y f u e e n c o n t r a d a e n la p a c i e n t e d e 
la f a m i l i a 5 2 , q u i e n c a r e c e d e a n t e c e d e n t e s f a m i l i a r e s p e r o d e s a r r o l l ó el C M a los 3 5 
a ñ o s . E n e l l a s e e n c o n t r ó a d e m á s el p o l i m o r f i s m o s i l e n c i o s o Val 1269 Val (T4035 C). 
BRCA2 fflJlUHI 4 
t t 
T 2066 G 
Leu 613 Arg 
Exón 10 
G 6580 T 
Val 2118 Leu 
Exón 11 
t 
G 8605 A 
Gly 2793 Arg 
Exón 19 
FAMILIA 52 Mutación en el gen BRCA2: MS-UV, exón 3 Tyr42 Cys (A 353 G) 
Polimorfismo en BRCA2: PS, Exón 11C, Val 1269 Val (T 4035 C) 
D - r O 
Cáncer de mama a los 35 años 
2. Leu 613 Arg (T2066G) en el exón 10 y Thr 3374 Ue (C 10349 T) en el exón 
27, fueron encontradas en la paciente de la familia 27. Este es el único caso en el que se 
encontraron dos mutaciones en el gen BRCA2. Se trata de una paciente que desarrolló el 
CM a los 43 años y que tiene como antecedentes una hermana y una tía paterna que 
desarrollaron el CM a los 50 y 51 años, respectivamente. Además, una de sus hermanas 
desarrolló cáncer de piel, uno de los tíos paternos, desarrolló leucemia y el otro cáncer 
de próstata. FAMILIA 27 
Dos mutaciones en BRCA2; MS-UV Exón 10B, Leu 613 Arg (T 2066 G). 
MS-UV, exón 27C, Thr 3374 lio (C 10349 T). 
Cáncer de mama 
v Cáncer de piel 
5 Leucemia 
Bl Cáncer de próstata 
3. Thr 3374 Re (C 10349 T) fue encontrada, en las pacientes de las familias 26, 
31 y 59. La paciente de la familia 26 desarrolló el CM a los 37 años. Esta paciente tiene 
como antecedentes de importancia que su padre presentó cáncer de próstata y su abuelo 
materno desarrolló cáncer de estómago. La paciente perteneciente a la familia 31 
desarrolló el CM a los 30 años. Una hermana de ella presentó cáncer cérvico-uterino 
(CaCu), su madre falleció de cáncer abdominal y un tío materno presentó cáncer de 
pulmón. Por su parte, la paciente de la familia 59 (árbol genealógico no disponible) 
desarrolló el CM a los 34 años, aunque no existen otros antecedentes de cáncer en la 
familia. 
FAMILIA 26 Mutación en ei gen BRCA2: MS-UVExón 27C, Thr 3374 lie (C10349 T) 
0T? 
U¿¿ U m 
A U U A A i U 
• Cáncer de mama (37 años) 
0 * Cáncer de próstata 
Cáncer de estómago 
FAMILIA 31 Mutación en el gen BRCA2: MS-UVExón 27C, Thr 3374 He (C10349 T) 
" tf-jj* jr ¿ ' 6 k 
> ¿ ¿ ¿ ¿ 1 ¿ ¿ 
Cáncer de mama (a los 30 años) 
CaCu 
5 Cáncer de pulmón 
o 
^ Cáncer abdominal 
III 
6. Val 2118 Leu (G 6580 T) en el exón U,Phe 2293 Leu (T 7105 C) en el exón 
12 y Gly 2793 Arg (G 8605 A) en el exón 27. Estas mutaciones fueron encontradas en 
mujeres jóvenes sin antecedentes familiares, pero que desarrollaron el CM a los 28, 35 y 
31 años, respectivamente. 
7. Ter 826 (2664 Ins A) en el exón 11, fue encontrada en una paciente que 
desarrolló el CM a los 32 años y cuyo único antecedente familiar es que su abuela 
paterna desarrolló cáncer ocular. 
FAMILIA 24 
Mutación en el gen BRCA2: FS*, Exón 11 A, Ter 82« (266-4 fns A) 
II 
III 
IV 
0 Cáncer ocular 
*FS - Alteración del marco de lectura 
5.3.2.2. Polimorfismos en el gen BRCA2 
En la tabla 13 y la figura 10 pueden observarse los polimorfismos encontrados en 
BRCA2, mientras que los árboles genealógicos de las pacientes que presentaron estos 
polimorfismos, así como los de las pacientes que resultaron negativas para cambios en 
las secuencias de ambos genes, pueden ser observados en el anexo 4. 
Tabla 13. Polimorlismos identificados en este estudio en el gen BRCA2 después de 
la secuenciación. 
Paciente Edad Ilist. Hist. Otro Muta- Esón Alteración de Efecto en la 
de DX Fam. Fam. de cáncer ción la secuencia pro teína 
de CO en la 
CM Fam. 
1 47 + + MS-P 27C A1U462 T lie 3412 Val 
MS-P 10 A A 1093 C Asn 289 His 
6 57 + - - MS-P 11 B A 3199 G Asn 991 Asp 
MS-P 22 G 9079 A Ala 2951 Thr 
7 33 + MS-P 27C A 10462 T Ue 3412 Val 
13 34 + MS-P 10 A A 1093 C ASD 2 8 9 His 
MS-P 11 B A 3199G Asn 991 Asp 
14 24 _ _ MS-P 27C A 10462 T De 3412 Val 
16 33 PS 27A C 9966 T Ala 3246 Ala 
17 33 + P l n t r 19 C8715+47T desconocido 
NS-P 27B A 10204 T Lys3326 X 
22 44 + - + PS 11G C <741G Val 2171 Val 
2 3 34 + MS-P 22 C 9079 A Ala 2951 Thr 
29 35 PS 11C T 4035 C Val 1269 Val 
34 55 - + MS-P 10 A A 1093 C Asn 289 His 
MS-P 11 B A 3199 G Aso 991 Asp 
MS-P 10 A A 1093 C Asn 289 His 
4 2 35 - - - MS-P 11 B A 3199G Asa 991 A$p 
MS-P 22 G 9079 A Ala 2951 Thr 
4 5 74 - + + PS 2 7 A C 996« T Ala 3246 Ala 
MS-P 10 A A 1 0 9 3 C Asn 289 His 
56 34 - - MS-P 11 B A 3 1 9 9 G Asn 991 Asp 
MS-P 2 2 G 9079 A Ala 2951 Thr 
62 34 + • + MS-P 2 7 C A 10462 T lie 3412 Val 
CM= Cáncer de mama, CO= Cáncer de ovano, MS-P= Polimorfismo de cambio de sentido, NS-P= Codón 
de terminación, PS- Polimorfismo silencioso. Las abreviaturas explicadas en la tabla 11 se aplicas 
también aquí. 
A 3199 G 
Asn 991 Asp 
Exón 11 
BRCA2 
C 8715 +47 T 
Intrón 18 
C9966 T 
Ala 3246 Ala 
Exón 27 
A 10204T 
Lys3326 X 
Exón 27 
A 1093 C 
Asn 289 His 
Exón 10 
T 4035 C 
Val 1269 Val 
Exón 11 
C 6741 G 
Val 2171 Val 
Exón 11 
A 10462T 
lie 3412 Val 
Exón 27 
G 9079 A 
Ala 2951 Thr 
Exón 22 
Figura 10. Polimorfismos encontrados en el gen BRCA2. Todos los polimorfismos han sidos descritos 
anies en diferentes poblaciones, excepto Ala 3246 Ala (C 9966 T) en el exón 27. 
Los polimorfismos más frecuentes en este estudio fueron: Asn 289 His (A 1093 
C) y Asn 991 Asp (A 3199 G), de los cuales cada uno se presentó en el 9% de los casos. 
Tres polimorfismos más tuvieron una frecuencia del 7%. Estos fueron: Ala 2951 Thr (G 
9079 A), lie 3412 Val (A 10462 T) y el polimorfismo intrónico CIVS7-34T. El resto de 
los polimorfismos presentaron frecuencias menores. 
5.3.3. Correlación entre el estadio clínico y la presencia de mutaciones. 
La tabla 14 muestra la correlación entre el estadio clínico y la presencia o ausencia de 
mutaciones en los genes BRCAl y BRCA2. Como puede observarse, en la etapa II 
existe mayor cantidad de pacientes que no presentan mutaciones, mientras que en las 
etapas III y IV es mayor la cantidad de pacientes con mutaciones. Sin embargo, dichas 
diferencias no fueron significativas {^3g. \ > p > 0 • 9 ) • 
Tabla 14. Correlación entre la etapa clínica y la presencia o ausencia de 
mutaciones y polimorfismos en los genes BRCA1 y BRCA2. 
MUTACION 0 ETAPA CLINICA TOTAL 
POLIMORFISMO I D ra IV 
SI 1 13 9 4 27 
NO 18 7 2 28 
TOTAL 2 31 16 6 55 
5.3.4. Resumen de los hallazgos 
Una vez realizadas las secuenciaciones de todas las muestras que dieron patrones 
de bandas anormales en el análisis de heteroduplex, las mutaciones identificadas fueron 
las siguientes: cuatro mutaciones en el gen BRCA1 y 16 en el gen BRCA2. De ellas, 10 
fueron polimorfismos y 10 son mutaciones. De las mutaciones, dos producen proteínas 
truncadas, una se ubica en la región 3' no traducible del gen BRCA1 y siete mas 
corresponden a cambios de sentido de significado biológico desconocido. 
De los 10 polimorfismos detectados, uno produce un codón de terminación (que 
ha sido demostrado en controles normales (BIC), cuatro producen cambio de un 
aminoácido por otro, tres son polimorfismos silenciosos que alteran la secuencia de 
DNA (pero que conservan el mismo residuo aminoacídico) y dos son intrónicos. 
C A P Í T U L O VI 
6, DISCUSIÓN 
6.1. POBLACIÓN ANALIZADA, FRECUENCIA Y TIPOS DE MUTACIONES. 
Se analizaron todos los exones de los genes BRCAl y BRCA2 en las 55 
pacientes mexicanas con CM que conformaron este estudio. Todas las familias resultaron 
ser de origen mestizo, con al menos las cuatro últimas generaciones sin mezcla con otras 
poblaciones. 
Fueron identificadas dos mutaciones que producen proteínas truncadas, una en 
BRCAl, otra en BRCA2, además de ocho mutaciones de efecto biológico desconocido, 
De las mutaciones identificadas en esta serie de pacientes, seis no habían sido 
encontradas a la fecha en The Breast Cancer Information Core (BIC), 
(http:/Vwww.nhgri.nih.gov/Intramural research/Lab transfer/Bic/). Esas mutaciones son: 
Asp 749 Tyr (G2364T) y terll59 (3587 del T) en BRCAl y Leu 613 Arg (T 2066 G), 
ter826 (2664 ins A), Val 2118 Leu (G 6580 T) y Gly 2793 Arg (G 8605 A) en BRCA2. 
Ninguna de estas mutaciones fue encontrada en dos o mas de las pacientes. 
Las mutaciones encontradas en esta serie de pacientes y que ya se conocían 
incluyen: Tyr42Cys (A353G), que se ha descrito en judíos, Europa y el Caribe (BIC), y 
Thr3374He (C10349T), que fue la única encontrada en cuatro (7%) de nuestras pacientes 
y que ya ha sido descrita antes en Europa del este (sugiriendo que estas mutaciones 
pueden tener una distribución universal). La mutación Phe2293Leu (T7105C) descrita 
sólo una vez previamente en una paciente mexicana (BiC), sugiere que puede tratarse de 
una mutación especifica de nuestra población. 
6.2. EFECTOS DE LAS MUTACIONES. 
Las dos mutaciones (6%) que producen proteínas truncadas, una en BRCA1 y la 
otra en BRCA2, fueron identificadas en el grupo de 36 pacientes con CM de inicio 
temprano (< 35) y sin antecedentes familiares de CM u ovario. De ellas, la mutación FS 
3587 del 7parece estar asociada particularmente al inicio temprano de la enfermedad, ya 
que la paciente desarrolló el CM a los 27 años y una familiar emparentada con ella, a 
través de 3 varones, desarrolló el CM al los 23 años. Lo mismo podría suponerse para la 
mutación 2664 ins A que también produce una proteína truncada y que se encontró en 
una paciente que desarrolló el CM a los 32 años. Sin embargo, en este caso no tenemos 
evidencia de mas afectados con CM. 
Aunque los árboles genealógicos de esas pacientes no muestran otros miembros 
afectados con CM u ovario, si existen antecedentes que sugieren la posible contribución 
de esas mutaciones a otros tipos de cáncer. La abuela paterna de la paciente con la 
mutación 2664 Ins A desarrolló cáncer ocular. No sería sorprendente si este tumor fuera 
un melanoma, dada la alta frecuencia con que esta neoplasia se asocia a mutaciones en 
BRCA2 (139). Como ninguna de estas mutaciones ha sido descrita con anterioridad, no 
existen estudios que demuestren su efecto en la fisiología celular. 
No fueron encontradas mutaciones que producen una proteína truncada entre los 
casos familiares. Esto puede deberse a que la mayoría de ellas pertenecen a familias de 
riesgo moderado (2.7 casos de CM por familia con una edad media de presentación de la 
enfermedad de 47.3 años). Solo dos familias adicionales incluyen tanto CM como cáncer 
de ovario y una familia con CM en un varón. 
La ausencia de mutaciones que producen una proteína truncada entre los casos 
familiares es consistente con los hallazgos en series de pacientes de moderado riesgo de 
Europa y Norteamérica, captadas a través de las clínicas de cáncer (86, 99, 103, 104, 
140). Adicionalmente, nuestra frecuencia de mutaciones es muy similar a aquellas 
obtenidas en estudios de tamaño semejante al nuestro en familias españolas. Osorio et 
ai, en el 2000 (141), identificaron dos mutaciones que alteran el marco de lectura entre 
18 familias con CM que tenían entre 3 y 5 casos. De igual manera, Diez et al., en 1999, 
al analizar 41 familias con al menos 3 casos de CM y 15 familias con CM y ovario, no 
encontraron ninguna mutación que producen una proteína truncada (119). 
De las ocho mutaciones de significado biológico desconocido (seis en el gen 
BRCA2 y dos en BRCA1), la mayoría (7/36:20%) fueron en el grupo de mujeres 
jóvenes. De los casos familiares, 3 (18%) tuvieron este tipo de mutaciones. Para nuestra 
sorpresa, no encontramos mutaciones en los dos casos que tienen antecedentes de cáncer 
de ovario (familias 46 y 55) y que desarrollaron el CM antes de los 35 años de edad. En 
ambos casos una abuela fue afectada con cáncer de ovario. Al no contar con el análisis 
de un grupo más numeroso de familias con cáncer de ovario, no podemos hacer 
conclusiones acerca de la frecuencia de mutaciones en ese grupo de pacientes en nuestra 
población. 
Con excepción de la mutación Tyr 42 Cys, la cual ha sido descrita 38 
veces (BIC), las otras mutaciones de significado biológico desconocido han sido 
descritas muy pocas o ninguna vez en otras poblaciones. Sin embargo, aún cuando 
permanece pendiente establecer si esta última clase de alteraciones genéticas representan 
mutaciones deletéreas o variantes normales, éstas no han sido observadas en 
cromosomas de mujeres controles sanas. 
6.3. Comparación con los genes breal y brca2 de ratón y cambios aminoacídicos 
provocados por las mutaciones. 
La comparación de las regiones analizadas con las correspondientes de los genes 
breal y brca2 de ratón, mostró que sólo la región donde se encontró la mutación 
Thr3374 parece ser idéntica entre el gen humano BRCA2 y el de ratón brca2 (Gen-
Bank). Las comparaciones de las secuencias entre las dos especies son importantes, 
debido a que como se sabe, las regiones génicas muy conservadas sugieren su 
importancia en la función de la proteína codificada por éstos. Sin embargo, aunque el 
resto de las mutaciones de cambio de sentido no se encuentran en regiones conservadas 
entre estas dos especies, algunas de ellas resultan en un cambio del tipo de aminoácido, 
lo cual probablemente cambie las propiedades fisico-químicas del área mutada y la 
estructura y función de la proteína (Fig 11). 
G 2364 T Asp749Tyr 
1 EXON 11 BRCA1 
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C O O | 
H X J - H H I N * - R A 
X 
COO- O 
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Figura 11. Cambios arainoacidicos provocados por las mutaciones de cambio de 
sentido. Como puede observarse, todas las mutaciones ilustradas producen el cambio de 
un aminoácido por otro. Sin embargo, los cambios más importantes son causados por G 
2364 T Asp 749 Tyr y 8605 G<A Gly 2793 Arg, que dan como resultado el cambio por 
un aminoácido de carga diferente. 
Milner y cois en 1997 describieron que la mutación Tyr42Cys (Fig. 11) 
disminuye severamente el potencial de activación transcripcional de BRCA2, sin 
embargo, también observaron que no cosegrega con la enfermedad, al menos en la 
familia que ellos analizaron (94). 
No podemos descartar que la mutación 5711+36 C>A encontrada en la región 3' 
no traducible de BRCAl, pudiera tener algún efecto sobre la estabilidad del RNAm. Esta 
aseveración se ve reforzada por el hecho de que una mutación similar (5711+31 G>A) ha 
sido descrita en un estudio realizado en Singapur (142) y la misma no fue encontrada en 
100 controles sanos. Un efecto en la alteración de los sitios de corte y empalme o de 
afección de regiones reguladoras dentro del gen podría ser posible para los polimorfismos 
CIVS7-34 Ten BRCAl y C8715+ 47 Ten BRCA2. 
6.4. COMPARACIÓN CON OTRAS POBLACIONES. 
La frecuencia de mutaciones en los genes BRCAl y BRCA2 en nuestra 
población, parece ser semejante de la descrita para familias europeas y de Estados 
Unidos, identificadas a través de una investigación clínica de historia familiar positiva 
de CM (86), 99, 103,104, 140), (Tabla 15), o en series de pacientes con CM de inicio 
temprano (59, 143, 144) (Tabla 16). Sin embargo, la mayoría de las mutaciones 
encontradas en este estudio son distintas a las descritas en otros países, incluido España 
(117); desafortunadamente no es posible comparar nuestros hallazgos con los de otras 
poblaciones relacionadas con la nuestra, debido a la ausencia de tales estudios en las 
poblaciones latinoamericanas. 
T a b l a 15. F r e c u e n c i a d e m u t a c i o n e s en los genes B R C A l y D R C A 2 en e s t u d i o s d e 
f a m i l i a s con r iesgo m o d e r a d o d e d e s a r r o l l a r c á o c e r d e m a m a . 
PAIS CARACTERÍSTICAS 
CLINICAS 
BRCAl BRCA2 AUTOR 
CANADA CM/OVX3 casos, 1<40) 21.73% Durocher 1996 
ELIA CM/OV (2 casos) 7.7% Couch 1996 
VARIOS PAISES CM/OV (2 casos) 11.3% Wagner 1999 
INGLATERRA CM/OV (2 casos) 5.5% 5.5% Peto 1996 
EUA CM/OV (2 casos) 7.1% 4.9% M alone 2000 
MEXICO CM'OV (2 casos) 5.0% 16% Este estudio 
T a b l a 16. F r e c u e n c i a d e m u t a c i o n e s en los 
p a c i e n t e s con c á n c e r d e m a m a de inicio t e m 
genes B R C A l y B R C A 2 en e s t u d i o s d e 
p r a n o . 
PAIS CARAC1 ERETICAS 
CLÍNICAS 
Ulte Al RRCA2 AUTOR 
INGLATERRA <36 3.5% 2.4% Peto 1999 
AUSTRALIA <40 (análisis parcial) 2.83% 2.83% Hopper 1999 
EUA <36 5.9% 3.4% Malone 2000 
ESPAÑA <40 (análisis parcial) 2.0% Diez 1999 
MEXICO <36 6.0% 22.0% Este estudio 
En adición al CM y al de ovario, varias de las familias examinadas en este estudio 
y que resultaron con mutaciones, tienen una historia de múltiples tipos de cáncer, 
incluyendo cérvix, colon, próstata, páncreas, pulmón, esófago, estómago, hígado, 
cerebro, testículos, ojo y leucemias, confirmando la contribución de mutaciones en estos 
genes a distintos tipos de neoplasias (28). Desafortunadamente, aunque el tamaño de la 
muestra es bueno, considerando que es el pnmer estudio completo de ambos genes 
BRCAl y BRCA2 en Latinoamérica, aún es pequeño para que nos permita realizar un 
análisis estadístico formal de asociaciones específicas entre los tipos de cánceres y las 
mutaciones. 
Por otro lado, también varias de las familias de las pacientes que no presentaron 
mutaciones, tienen una historia importante de otros tipos de cáncer. Esta agregación de 
casos en la familia, podría ser el resultado de la predisposición genética conferida por 
otros genes distintos a BRCAl y BRCA2, o de influencias ambientales. 
6.5. ANÁLISIS DE LOS POLIMORFISMOS. 
Las frecuencias de los polimorfismos encontrados en este estudio (Tabla 17), son 
similares a las descritas en Europa del Este, en U.S.A. y en otras (53, 145, 146, 147). 
Aunque los polimorfismos CIVS7-34T en BRCAl y Asn289His (AJ093C) en BRCA2 
han sido descritos previamente en España, también han sido referidos en otros países. Los 
polimorfismos Val2í7lVal (G674IG) y C87I5+47T han sido descritos anteriormente 
sólo en la población africana, lo que probablemente refleja la mezcla de genes africanos 
en nuestra población, ya que es bien sabido que grupos africanos arribaron a las costas 
del Este de México después de la conquista española. 
El polimorfismo 9966 C>T en BRCA2, el cual no produce substitución 
aminoacídica es interesante, tanto porque no ha sido descrito antes, como porque fue 
encontrado en la única familia que tiene el antecedente de CM en un varón. El haber 
encontrado este polimorfismo en la familia referida puede deberse al azar. Sin embargo, 
si en estudios posteriores se demuestra que segrega con la enfermedad y que no se 
presenta en controles, se podría postular un posible efecto sobre algunos de los sitios de 
corte y empalme del gen. Este ultimo polimorfismo, así como la mutación Thr 3374 lie 
fueron observadas en más de una ocasión. Sin embargo, dado que los sitios donde se 
localizan estos cambios no se encuentran conservados entre las especies (Consulta en 
linea al Gen Bank: ht1p://www.ncbi.ním.mh.gov/eniTez/query.fcgi?CMD=search&DB), y 
que ambos se encuentran hacia el extremo 3' de un cambio de un polimorfismo que no 
produce efecto en el desarrollo del CM (148), es poco probable que predispongan a la 
enfermedad. Desafortunadamente na fue posible para nosotros disponer del RNA de las 
pacientes que presentaron las mutaciones referidas para verificar si producen o no 
proteínas truncadas. 
Tabla 17. Frecuencias coa las que han sido descritos los polimorfismos encontrados 
en este estudio. 
POLIMORFISMO EXON FRECUENCIA EN # DE REFERENCIAS 
ESTE ESTUDIO EN BIC 
A 1093 C 10 5/55 (9%) 8 
A 3199G 11 5/55 (9%) 2 
G 9079 A 22 4/55 (7%) 38 
A 10462 T 27 4/55 (7% 82 
C IVS7-34T* lntr.7 4/55 (7%) 6 
T 4035 C 11 2/55 (4%) 3 
C 9066 T 27 2/55 (4%) NO 
C 8715+47T 19 1/55 (2%) 2 
A 10204 T 27 1/55 (2%) 156 
C 6741G 11 1/55 (2%) 1 
'Unico polimorfismo encontrado en BRCA1 
6.6. PERSPECTIVAS Y BENEFICIOS DERIVADOS DEL PROYECTO 
6.6.1. Utilidad clínica 
Los resultados obtenidos fueron canalizados a la clínica 25 del IMSS y al Centro 
Universitario Contra el Cáncer, con el propósito de que sean tomadas las medidas de 
asesoramiento y vigilancia apropiadas, tanto para las pacientes como para sus familias. 
6.6.2. Diagnóstico molecular 
La prueba ha sido completamente estandarizada y puede ser puesta a disposición 
de los servicios clínicos del país para el análisis de familias de alto y moderado nesgo, 
para pacientes con CM de inicio temprano y para la detección de posibles portadoras. 
6.6.3. Transferencia tecnológica 
Mediante este proyecto se logró transferir de la Agencia Internacional de 
Investigación en Cáncer a este Departamento de Bioquímica la técnica de análisis de 
heteroduplex. También se adquirió la técnica de secuenciación manual mediante la 
sccuenasa, aunque esta no fue implcmentada debido a que ya se contaba en dicho 
Departamento con otras técnicas de secuenciación tanto manual como automática. 
6.6.4. Formación de la red latinoamericana de genética molecular contra el cáncer. 
Se estableció contacto con investigadores de diversos países latinoamericanos 
(Ver la figura 12). Con la mayoría de los investigadores se han formalizando las 
condiciones en las cuales se desarrollarán las colaboraciones. Actualmente se encuentra 
en curso un proyecto de colaboración con investigadores de Venezuela y Perú y 
habiendo realizado ya el análisis de heteroduplex se encontraron 49 variantes, las cuales 
están siendo secuenciadas. 
V E N E Z U E L A 
PANAMA 
COLOMBIA 
CHILE 
A R G E N T I N A 
Figura 12. Colaboraciones con otros países l a t i n o a m e r i c a n o s En el mapa se señalan los paises con 
los cuales se ha establecido contacto. Actualmente se está colaborando con investigadores de 
Venezuela y Perú, mientras que con los otros paises se están estableciendo las condiciones de 
colaboración. 
CAPÍTULO VII 
7. CONCLUSIONES 
En la muestra de nuestra población resultaron más frecuentes las mutaciones en 
el gen BRCA2 que en el BRCAl, con una alta proporción en los casos de CM de inicio 
temprano. Estos hallazgos son congruentes con los descritos en otras poblaciones como 
la islandesa, donde las mutaciones en BRCA2 son mucho más frecuentes que las 
mutaciones en BRCAl (99). 
Nuestros datos, comparados con aquellos descritos previamente en otras 
poblaciones, indican que la contribución general de mutaciones en los genes BRCAl y 
BRCA2 a los casos familiares de CM de mediano riesgo y a los casos de inicio 
temprano, no varía significativamente entre las distintas poblaciones. En nuestra serie, 
solo cuatro familias reúnen los criterios para ser consideradas como de alto riesgo (tres o 
más casos de CM y /u ovario diagnosticados antes de los 60 años entre familiares de 
primer grado), y entre ellas sólo en una (25%) se encontró una mutación. Esta 
proporción de mutaciones en familias de alto riesgo es muy baja, comparada con los 
reportes previos para familias europeas y de Estados Unidos (88), pero debe 
considerarse que la muestra es pequeña para llegar a alguna conclusión, con respecto a la 
frecuencia de mutaciones en familias mexicanas de alto riesgo. 
La frecuencia en nuestro estudio que es similar a la encontrada en mujeres jóvenes 
y familias de mediano riesgo sugiere que la penetrancia de estos genes no diñere entre 
las poblaciones, incluida la nuestra. Por otro lado, la frecuencia de mutaciones en el gen 
BRCA2 en familias con CM de inicio temprano es mayor en nuestra población, 
sugiriendo la utilidad de indicar la prueba en este grupo de pacientes. 
En este estudio se han analizado tanto la secuencias codificantes como las 
regiones intrónicas adyacentes a los exones de ambos genes BRCAl y BRCA2. Sin 
embargo es posible que algunas mutaciones no hayan sido detectadas debido al método 
utilizado. La técnica de análisis de heteroduplex tiene una sensibilidad del 90% y 
particularmente puede dejar de detectar algunas mutaciones puntuales. Así mismo, 
grandes rearreglos genómicos, que pueden representar haata el 15% de las mutaciones en 
el BRCAl [ Puget et al. 1999 (149)] y que también ocurren en el BRCA2 [ Wang et al. 
2001 (150) ], no pueden ser detectadas por esta técnica, pues para lograrlo, se requiere de 
la utilización de PCRs largos y la posterior secuenciación de estos fragmentos grandes. 
La proporción de CM de inicio temprano atribuible a mutaciones germinales que 
producen proteínas truncadas en BRCAl y BRCA2 en nuestro estudio (2/36: 6%) es 
consistente con los estimados obtenidos en grandes series de pacientes estudiadas en 
Inglaterra, Australia y E.U. A. [Petoetal., 1999(151); Hopperetal., 1999(152); Malonc 
etal., 2000(153)]. 
Aún cuando permanece pendiente establecer si las siete mutaciones de cambio de 
sentido de efecto biológico desconocido representan mutaciones deletéreas o variantes 
normales, éstas no han sido observadas en cromosomas de mujeres controles sin CM 
analizadas en estudios realizados en diversas partes del mundo y que son referidos en 
The Breast Cáncer Information Core (BIC), Las once pacientes que resultaron aquí 
portadoras de mutaciones de significado biológico desconocido, representan la mayoría 
de las mutaciones encontradas en este estudio y podrían por lo tanto, ser responsables de 
la susceptibilidad al CM en la mayoría de las pacientes jóvenes y casos familiares de 
nuestra población. Para poder establecer ésto con certeza, es indispensable conocer su 
relevancia clínica y funcional, así como estimar los riesgos asociados a ellas. 
Las dos mutaciones que producen una proteína truncada, así como las seis 
mutaciones que no han sido descritas antes, junto con la mutación Phe2293Leu en 
BRCA2 descrita previamente en una paciente mexicana (BIC), posiblemente sean 
exclusivas de nuestro país y de algunas otras poblaciones latinoamericanas. Parecido a lo 
encontrado en estudios españoles (154, 155, 141), la mayoría de las mutaciones son 
únicas, con solo una pocas de ellas siendo observadas en más de una familia, sugiriendo 
que ni en esa población, ni en la nuestra, existe un efecto de fundadores. Sin embargo, se 
hace necesario el análisis de una mayor cantidad de pacientes mexicanas con CM, 
buscándoles las mutaciones encontradas específicamente en este estudio, con el 
propósito de determinar la proporción de todos los casos atribuibles a estas mutaciones 
en nuestra población, asi como para la identificación de pacientes y familias con mayor 
riesgo de desarrollar la enfermedad y establecer con certeza si existe o no algún efecto de 
fundadores en nuestro país. 
Será de gran interés continuar estos estudios en una mayor cantidad de pacientes 
Conclusiones 
Identificación de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 en pacientes del Noreste de México con cáncer de mama. 
con características semejantes a las de este estudio, obteniendo la historia familiar y la 
información acerca de exposición a factores de riesgo, con el fin de identificar 
potenciales interacciones genético-ambientales que puedan influir en el riesgo de CM 
conferido por estos genes. 
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ANEXOS 
PROTOCOLO: Identificación de Mutaciones en los Genes BRCA1 y BRCA2 en 
Familias del Noreste de México con Predisposición al Cáncer de Mama. 
No. de paciente: Elaboró: 
DATOS GENERALES: 
Nombre: 
Hospital: 1IMSS 25 2. HU 
Cédula o No. de Expediente: 
Fecba de Nacimiento: 
Estado Civil Ocupación: 
Dirección: 
ANTECEDENTES PERSONALES: 
HÁBITOS 
Tabaquismo: No. de años No. de cigarrillos al día 
Alcoholismo: No. de años No. de conas nor semana 
ANTECEDENTES G IN ECO-OBSTÉTRICOS 
Menarca IVSA Edad de primera gesta 
Gestas Abortos Para Cesárea 
Meses de lactancia por niño Métodos anticonceptivos 
Tiempo de uso 
MORFOMETRÍA 
Peso Talla 
PATOLOGIA CRONICA NO NEOPLASICA 
1. Diabetes 2. Hipertensión Arterial 3. Obesidad 4. Artritis Reumatoide 
5. Cardiopatia Isquémica 6. Infecciones tipo 
Otras 
PATOLOGIA NEOPLASICA PREVIA 
Sitio Diagnóstico, 
Edad al diagnóstico Estado Actual 
PATOLOGIA MAMARIA PREVIA 
1. Fibroadenoma 2. Mastopatfa Fibroquística 3. Mastitis Aguda (con o sin absceso) 
4. Mastitis Crónica 5. Adenomas Papiloma 7. Otros 
Especificar 
Lado de presentación Edad de Presentación 
NEOPLASIA MAMARIA ACTUAL 
Tiempo de haberse detectado el 
tumor 
Lado Cuadrante Diámetro en cms. 
Paget positivo?. 
Piel: 1. Ulceración 2. Retracción 3. De Naranja 4. 
Inflamación 
GANGLIOS POSITIVOS: 
Localización Número Diámetro Máximo 
LABORATORIO DE PATOLOGIA 
Citología: No. de estudio Diagnóstico, 
Biopsia: No. de estudio Diagnóstico 
Pieza quirúrgica: 1. Cu adran tecto mia 2. Mastectomia simple 
3. Mastectomia radical modi 4.0tra 
Tipo Celular: 1. Ductal 2. Lobulillar 3. Otro 
Grado de Diferenciación 1. Buena 2. Moderada 3. Pobre 4. Indiferenciada 
CIRUGÍA MAMARIA INICIAL 
Fecha: Indicación: 1. Terapéutica 2. Limpieza 
TRATAMIENTO NO QUIRÚRGICO PREOPERATORIO 
1. Quimioterapia 2. Radiación 3. Inmunoterapia 
Quimioterapia 
Droga Dosis/m2 Ciclos 
Radioterapia 
Sitio Dosis total No. de sesiones 
lamunoterapia 
T¡po_ Dosis total No. de sesiones 
TRATAMIENTO NO QUIRURGICO POSTOPERATORIO 
1. Quimioterapia 2. Radiación 3. Inmunoterapia 
Quimioterapia 
Droga Dosis/m2 Ciclos 
Radioterapia 
Sitio Dosis total No. de sesiones 
Inmunoterapia 
Tipo Dosis total No. de sesiones 
FAMILIARES DE PRIMER GRADO 
Nombre Edad Sexo Tipo tumor Sitio Edad al Dx Edad al 
morir 
FAMILIARES MATERNOS DE SEGUNDO GRADO 
Nombre Edad Sexo Tipo tumor Sitio Edad al Dx Edad al 
morir 
FAMILIARES MATERNOS DE TERCER GRADO 
Nombre Edad Sexo Tipo tumor Sitio Edad ai Dx Edad al 
morir 
• 
OTROS FAMILIARES MATERNOS 
Nombre Edad Sexo Tipo tumor Sitio Edad al Dx Edad al 
morir 
FAMILIARES PATERNOS DE SEGUNDO GRADO 
Nombre Edad Sexo Tipo tumor Sitio Edad al Dx Edad al 
morir 
FAMILIARES PATERNOS DE TERCER GRADO 
Nombre Edad Sexo Tipo tumor Sitio Edad al Dx Edad al 
morir 
OTROS FAMILIARES PATERNOS 
Nombre Edad Sexo Tipo tumor Sitio Edad al Ds Edad al n 
ARBOL GENEALÓGICO 
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE MEDICINA 
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA 
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
Por medio de la presente hago constar que estoy informada(o) de la realización 
del proyecto Identificación de Mutaciones en los Genes BRCAl y BRCA2 en 
familias del Noreste de México con Predisposición al Cáncer de Mama y que servirá 
para identificar alteraciones en mi material hereditario que puedan aumentar el riesgo de 
padecer cáncer de seno, por lo cual accedo de manera voluntaria a contestar el 
cuestionario que me será hecho y a donar 10 mi de mi sangre. 
Así mismo, autorizo a las personas que realizan este proyecto a que utilicen los 
datos proporcionados por mí y mi sangre, para realizar las investigaciones que 
consideren necesarias en el entendido de que tanto los resultados y mi identidad serán 
mantenidos en absoluta confidencialidad. 
He sido informada(o) también que los resultados obtenidos de mi sangre, me 
serán dados a conocer a través del servicio de consultoría médica apropiada y me serán 
proporcionados sólo a mí o a la o las personas que yo autorice. 
FIRMA 
NOMBRE DEL(A) PACIENTE 
PRIME RS UTILIZADOS 
Primers utilizados en el análisis del gen BRCA1 
Exon Primer 
Sentido 
SECUENCIA 
V 1' 
Primer 
antisentido 
SECUENCIA 
V •»> 
Tm 
e c ) 
MgClj 
(*M) 
Tamafto 
del 
fragmen 
to 
(pb) 
1 IA tagccc ttggtttccg tg IB tcac aacgccttacgcc te 60 1.5 315 
2 2A gaagttgtcattttataaaccttt 2B tgtcttttcttc c c tag ta tgt 58 1.5 258 
3 3A tcctgacagcagacattta 3B ttggattttcgttcteactta 60 1.5 33 y 
5 5A ctcttaagggcagttgtgag 5B ttcctae tgtg gttgc ttcc 60 1.5 233 
6 ÓA cttattuagtgtccttaaaagfi 6B ttte atg gac ag c ac ttgagtg 58 3 206 
7 7A cacaacaaagagcatacataggg 7Bin ggactgcttctagcctggg 58 1.5 346 
8 8A tgttagctgactgatgatggt N8B atccagcaanattattaaatac 55 1.5 269 
9 9A ctaca gtaga l ge te a« taaa ta 9B taggaaaataccagcttcacaga 58 1.5 211 
10 10 A IgKlcagctttctstaatcg 10B gtatc taccc acc tete ttc ttcag 58 3 241 
UA 11 AiF ggaatUaatgaaagagtatgagc 11 B2R g tcag taag te tattttc tctgaagaacc 60 1.5 800 
1 IB 11 CF ggttctsatgacicacatgatggg 11 ER c « c at^aa talgcc tg í¿ tauaa g 60 1.5 597 
11C 11 E2F tcaggg aactaacc aaacg g a g 11 GR c e t ga gtgc cataatcagtacc agg 60 1.5 743 
u n 11 [121 aagtgtctaataatgctgaagacccc 11 JR cgttgcetctgaactgagatgatag 60 1.5 669 
u r 11 KF tgcaggctttcctgtggttg 11 MR gacgcttttgctaaaaacagcag 60 1.5 766 
UF 11 NF gtttg ttc tgagacac c tgatgacc 11 l'iR gtgctcccaa aag c ataaa 60 1.5 740 
12 12A gtcc tgee aatgagaagaaa I2B tg teage aaacc taagaatgt 55 1.5 265 
13 13A aatggaaagc ttc Icaaag la 13B atgttgg ag ctagg tcc ttac 55 1.5 330 
14 14A ctaacctgaattatcactatca 14B gtggataaatggctgtatgca 58 1.5 314 
15 15A tggctgcccaggaagtatg 15B aaaaaac c agaa tatc ttta tgtagga 58 1.5 346 
1« 16A aattcttaacagagac cag aac 16B aaaactcmccagaatgttgt 58 1.5 464 
17 17A gtgtagaacgtgcaggattg 17B ccgcctcatgtggtttta 58 3 264 
18 ISA ggctgtttagcttcttaggac ISB gagaccattttcccagcgtc 58 1.5 351 
19 19A c tg tea ttc ttc c tg cgc te 19B c attg ttaagg aaagtg g tgc 58 1.5 251 
20 20A a ta tgacg tgte tgc te cac 20B K KXaatcc aaattac ac ag c 58 1.5 400 
21 21A dagi;tUti,c tltUg daag t 21B g tagagaaatagaatagee tet 58 1.5 300 
22 22 A tcccattgagaggtcttgct 22 B gagaagacttctgaggctac 58 1.5 300 
23 N23A tgatg aag tgac ag ttc cag 23 B Actgtgctactcaagc acca 55 1.5 218 
24 N24A tacaacc aggaccc tggagt N 24 H aaag gccac tttgtaa ge tea 58 1.5 275 
Primers utilizados en el análisis del gen BRCA2 
Exoa Primer 
Sentido 
Printer 
Antisentido 
Tin 
(°C) 
MßCli 
( M B ) 
Tama 
ño del 
frag m 
ento 
(pb) 
2 2A ctcagwacataataaggaat 2B acactgtgacgtactgggtttt 52 2 256 
3 3A tctgggtcacaaatttgtctgtca N3B ttcc tagtttgtag ttc tcccc agtc 55 1.5 356 
4 4A a gaaege aaatuataatccagagta 4B aatcagattcatctttatag aacaaa 50 1.5 249 
5 5A aacaatttatatgaatgagaatc 5B aattgttaagttttatttttatu 50 1.5 220 
6 6A c c acaaagagataag k ag gta 6B tgtaaatctcasggcaaaggta 55 1.5 234 
7 7A laa« ixa aJ laa ax ax l yaa 7B aacagaagtattagagatgac 50 1.5 275 
8 NSA aatag ta ça tgtgctttttga 8B acatataggaccaggtttagagac 60 3 285 
9 9A c tag tgattttaaac tataattttg 9B gttcaactaaacagagg act 50 1.5 164 
10A NI OAF tgccaagtac tc ag aataaccc lOCR ctttttgataccctgaaatgaagaag 60 1.5 863 
I0B lOCF tttcagaaaaag acctattagaca PITER aaacacagaaggaatcgtcatc 60 1.5 6S8 
ILA 116 F atttagtgaatgtgattgatgg I l DR tcattgtc tgagaaaag ttc 52 1.5 808 
IIB I l DF tctagaggcaaagaatcata 11 OR cc tgc ttg gaaaataacatc tg 52 1.5 930 
MC I l GF acaaatgggcaggactcttagg 11 JR tatcagttggcatttattattttt 58 1.5 907 
HD Il KF cttcaagtaaatgtcatgattctgtt IM1BR cattgatggctaaaactggtg 58 1.5 906 
UE 11 PF tcatacagctagcgggaaaaa 11 SR tcctcaacgcaaatatcttcat 60 1.5 883 
HF 11 TF tttccaaagtaatatccaatgta 11 VR ttgggatattaaatgttctggagta 55 1.5 776 
1!G 11 WF aaagtaacgaacaitcagaccag PTTDR areata ccaagtcta c tgaataaac 55 1.5 840 
12 N12A aggtcactatttgttgtaag 12B agtggcicatgtctgtaat 54 3 358 
13 13A=32 
F 
laaagc ctataattgtc (ca 13B=32R cttctuacgrtagigtcact 50 1.5 271 
14 I4A-N 
33F 
tgc aacaaaggc atattcc t I4B=35R caaaggg ggaaaaccafcag . 55 2 591 
15 15A gpccaggggttgigcttttt N15B aggatactagttaatgaaaia 50 1.5 314 
16 16A tttggtaaattcagttttggttt N16B aacacac aatc tttttgc ataga 55 1.5 330 
17 17A c ag ag aatag ttg tag i tgttgaa 17B agaaacc t laaccca tac t ec 55 1.5 306 
18 N18AF g tgau ttgtttaaacagtg gaa N18BR attgagc atccttagUagca 48 2 500 
19 19A aagtgaatatttttaaggcagU N19B tata tgg taagtUeaagaat 50 1.5 296 
20 20A cactg tgee tggcctga lac 20 H alg ttaaattcaaag te te ta 55 2 350 
21 N21A gggtgttttatgcttggttct 21B catttcaacatattccttcctg 60 2 304 
22 22A ttttgttctgattactttttaBc 22 B aatcattttgttag taag gtcat 50 1.5 314 
23 N 23 A ccactac taatgc c cacaaa 23B aaaacaaaac aaaaattcaacata 5 5 1.5 290 
24 24A c ag ttttg ataag tgc ttgtt 24B agctcc aactaa tea taaga 50 1.5 290 
25 N25AF (tagag tttc ctttc ttgeate N25BR aagctatttc c ttgatactgga 55 2 470 
26 26A aaggaaatacttttggaaacataa 26B ntactaggtatacaacagaa 50 1.5 299 
27 A 27AF taggagttaggggagggagactgtgt N27AR=U2R caaggctcttctctttttgc 55 1.5 300 
27B N27BF 
= 113F 
ctgtctcagçccagatgact N27BR= 113R tg ttgaacc agacaaaagagc 58 1.5 350 
27C N27CF 
=114F 
tcaatg aaatttc te ttttgga N27CR-U4R tgtgtg gtttgaaattatattc 50 2 300 
ANEXO 4 
Árboles genealógicos de las familias que presentaron polimorfismos o que 
fueron negativas para cambios en las secuencias nucleotídicas en los genes 
BRCA1 Y BRCA2 
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Polimorfismo an e/ exon 10A cto BRCA2, Asn 290 HIa (A 1093 C) 
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